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1 UVOD 
 
Astrociti so ena izmed vrst celic centralnega živčnega sistema (CŽS), ki jih širše 
uvrščamo med glija celice. Opravljajo številne pomembne naloge. Med drugim 
vzdržujejo ionsko homeostazo in odstranjujejo nevrotransmiterje iz sinaptične špranje. 
Živčne celice oskrbujejo z energijo v obliki glukoze in laktata ter aktivno sodelujejo z 
nevroni pri oblikovanju sinaps. Pravilno delovanje celotnega CŽS je odvisno od 
nemotenega delovanja astrocitov (Verkhratsky in Nedergaard, 2018). Po poškodbi glave, 
zastoju srca, hipoksiji ter ishemiji možganske celice otečejo. Klinični izraz za opis 
takšnega stanja celic je citotoksičen edem možganov. Pri razvoju citotoksičnega edema 
se voda prerazporedi iz zunajceličnega prostora (ZCP) v notranjost celic. Astrociti so med 
prvimi celicami, ki otečejo, kar ogrozi njihovo delovanje in opravljanje pomembnih 
homeostaznih funkcij v CŽŠ. Nepravilno delovanje astrocitov vodi kasneje v propad 
živčnih celic (Keep in sod., 2017). Omejitev otekanja astrocitov bi pomembno vplivalo 
na zmanjšanje verjetnosti za napredovanje citotoksičnega edema in spremljajočih 
nevrodegenerativnih posledic. Trenutno ni zdravila, ki bi to omogočilo.  
 
Za razvoj zdravila, ki bi pripomogel k manjšemu otekanju astrocitov po poškodbi 
možganov, je ključno poznavanje mehanizmov njihovega otekanja in krčenja. Znano je, 
da so astrociti zaradi nalog, ki jih opravljajo v CŽS (odstranjevanje kalijevih ionov in 
nevrotransmiterjev), podvrženi hitrim spremembam volumna (Verkhratsky in 
Nedergaard, 2018). Njihovi mehanizmi, ki omogočajo dinamično uravnavanje volumna, 
pa niso v celoti poznani in so predmet številnih znanstvenih raziskav (Lafrenaye in 
Simard, 2019). Znano je, da so pri procesu otekanja in krčenja podganjih astrocitov 
prisotne povišane znotrajcelične koncentracije kalcijevih ionov (𝐶𝑎2+) in cikličnega 
adenozin monofosfata (cAMP) (Pangršič in sod., 2006; Vardjan in sod., 2014; 2016). V 
raziskavi Pangršič in sod. (2006) so preučevali otekanje podganjih astrocitov v kulturi s 
hipotonično raztopino. Pri oteklih celicah so izmerili prehodno povišanje koncentracije 
znotrajceličnega 𝐶𝑎2+, ki pa ni aktiviral od kalcija odvisne eksocitoze, ki so jo spremljali 
z elektrofiziološko metodo vpete napetost na krpici membrane. Kompenzacijo 
povečanega volumna so pripisali razvitju plazmaleme in ne vgrajevanju dodatnih delov 
membrane. Raziskave o spremembi morfologije podganjih astrocitov iz primarnih 
celičnih kultur so pokazale, da je aktivacija beta adrenergičnih receptorjev (β-AR) na 
njihovi plazmalemi, ključen korak za spremembo njihove morfologije (Vardjan in sod., 
2014, Shain in sod., 1987). Aktivacija β-AR povzroči zvišanje znotrajcelične 
koncentracije cAMP in protein kinaze A (PKA) ter privede do reorganizacije citoskeleta, 
ki omogoči pretvorbo oblike celice. Deli plazmaleme astrocitov se umaknejo proti jedru, 
kar pretvori sploščeno oblikovano celico brez vidnih dolgih izrastkov, v zvezdasto 
oblikovano celico z manjšo somo in bolj izraženimi izrastki (Rodnight in Gottfried, 2013; 
Vardjan in sod., 2014). Proces je imenovan stelacija. V kasnejši raziskavi so Vardjan in 
sod. (2016) ugotovili, da aktivacija β-AR hipotonično izzvanih podganjih astrocitov in 
vitro in in vivo, zmanjša obseg njihovega otekanja. V in vivo poskusu, v katerem so 
simulirali pogoje citotoksičnega edema, pa so ugotovili, da noradrenalin (aktivira α- AR 
in β-AR) zmanjša otekanje tako astrocitov kot tudi nevronov. Noradrenalin je pomemben 
nevrotransmiter, ki ga sprošča predvsem skupina nevronov s celičnimi telesi (soma) v 
področju možganskega debla imenovanem locus coruleous. Noradrenalin se veže na oba 
adrenergična receptorja (α-AR in β-AR) na plazmalemi astrocitov in drugih celic v CŽS. 
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Rezultati raziskave Vardjan in sod. (2016) so pokazali, da ima dodajanje noradrenalina v 
medij ugoden učinek na otečene astrocite, ki so bili izpostavljeni hipotoničnim pogojem 
ter da zmanjša verjetnost posledic citotoksičnega edema. Zaradi potencialne uporabe 
noradrenalina za zdravljene citotoksičnega edema, je pomembno poznavanje celičnega 
odziva posameznega astrocita po sočasni aktivaciji 𝛼1-AR in β-AR. Znano je, da 
noradrenergična aktivacija 𝛼1-AR, sproži prehodno povišanje koncentracije 𝐶𝑎
2+ionov 
v citoplazmi, kar bi lahko aktiviralo proces eksocitoze.  
 
Namen magistrske naloge je bil ugotoviti ali se membrana celice podganjega astrocita iz 
primarne celične kulture po dodatku noradrenalina le uviha ali pa se površina membrane 
pri tem poveča, zaradi aktivacije procesa eksocitoze. Metoda s katero smo to preverili je 
elektrofiziološka metoda vpete napetosti na krpici membrane v konfiguraciji cele celice 
(ang. patch clamp whole-cell configuration). Z metodo smo izmerili spremembo 
kapacitivnosti membrane astrocita (𝐶𝑚) po dodatku noradrenalina. S spremljanjem 
vrednosti 𝐶𝑚, smo lahko neposredno opazovali celokupne spremembe površine 
membrane. Nespremenjena vrednost 𝐶𝑚 po draženju z noradrenalinom bi pomenila, da 
se membrana le uviha. Povečanje ali zmanjšanje 𝐶𝑚, pa bi odražalo povečano dodajanja 
(eksocitoza) ali odvzemanje dela membrane (endocitoza) (Neher in Marty, 1982). 
Astrociti imajo na plazmalemi poleg adrenergičnih tudi purinergične receptorje, ki jih 
aktivira adenozin trifosfat (ATP). Aktivacija teh receptorjev povzroči zadosten dvig 
znotrajcelične koncentracije 𝐶𝑎2+ ionov, da sproži eksocitozo (Pangršič in sod; 2006). 
Stimulacijo z ATP smo zato uporabili za pozitivno kontrolo poskusa.   
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
1. Kapacitivnost membrane podganjega astrocita se bo po dodatku ATP zvečala. 
2. Kapacitivnost membrane podganjega astrocita se bo po dodatku noradrenalina 
zvečala. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1   ASTROCITI 
 
2.1.1 Splošne značilnosti in funkcija 
 
Rudolf Virchow je v sredini 19. stoletja poimenoval celice, ki obdajajo nevrone, celice 
glije (neuroglia). Med predstavnice celic glije uvrščamo tudi astrocite, za katere je dolgo 
veljalo, da je njihova osrednja vloga v CŽS strukturne narave. Danes je znano, da imajo 
pomembno vlogo pri številnih procesih, ki ohranjajo homeostazo v CŽS. Zaradi številnih 
funkcij, ki jih opravljajo, so astrociti morfološko zelo heterogena skupina celic. Astrociti  
pripomorejo k ohranjanju ionske, pH in vodne homeostaze, odstranjuje presnovke in 
nevrotransmiterje iz zunajceličnega prostora (ZCP) ter z izločanjem različnih signalnih 
molekul (glijatransmiterjev) komunicirajo z nevroni ter z aktivnim sodelovanjem vplivajo 
na delovanje sinaps in njihov razvoj. Med celice glija v CŽS, poleg astrocitov, uvrščamo 
še oligodendrocite, ependimske celice, mikroglijo in radialne glija celice. Oligodendrociti 
proizvajajo mielin za izolacijski plašč nevronov. Ependimske celice so vpletene v 
proizvodnjo cerebrospinalne tekočine in nevroregeneracijo. Celice mikroglije so imunske 
celice CŽS. Celice radialna glija sodelujejo pri zgodnjem razvoju skorje možganov, ko 
vodijo novo nastale živčne celice do njihovega končnega mesta. V odraslih možganih pa 
predstavljajo glavni vir živčnih matičnih celic predvsem za nevrone v možganski skorji 
(Verkhratsky in Nedergaard, 2018; Zorec in sod., 2012).  
 
Astrocite lahko na podlagi morfologije in lokacije v CŽS v splošnem ločimo na dve večji 
skupini. Protoplazemski astrociti, ki so v sivini in imajo kratke, debelejše ter zelo 
razvejane izrastke iz some. Fibrilarni astrociti pa so v belini ter imajo daljše, tanjše in 
manj razvejane izrastke. Astrociti s svojim številnimi izrastki na eni strani obdajajo 
endotelne celice in pericite, gradnike krvno možganske pregrade. Na drugi strani some 
pa z njimi obdajajo sinapse, tj. presinaptični in postsinaptični nevron. Del izrastkov, ki so 
v stiku z žiljem CŽS, se imenuje perivaskularni končič. Astrociti na tem delu uravnavajo 
pretok vode preko vodnih kanalov (akvaporinov), med katerimi je ključen AQP4 
(Verkhratsky in Nedergaard, 2018). Poleg uravnavanje vodnega pretoka se na 
perivaskularnih končičih dogaja prevzem glukoze iz kapilar, ki je med 
najpomembnejšimi energijskimi molekulami za možganske celice (Kreft in sod., 2012). 
Astrociti lahko privzeto glukozo pretvorijo v glikogen. Glikogen deluje kot kratkotrajna 
zaloga energije v možganih in astrociti so primarno mesto glikogenske zaloge. Njegova 
razgradnja omogoči izgradnjo laktata, ki ga astrociti posredujejo naprej nevronom. Poleg 
glukoze je laktat tudi pomemben energijski substrat za nevrone (Zorec in sod., 2017; 
Barros, 2013). Astrocitni izrastki na drugi strani some skupaj z živčnima končičema 
gradijo tripartitno sinapso (slika 1). Astrociti aktivno sodelujejo pri razvoju sinaps preko 
tesne in vzajemne komunikacije z nevroni preko glija/nevrotransmiterjev in sekundarnih 
signalnih molekul, kot sta kalcij (𝐶𝑎2+) in ciklični adenozin monofosfat (cAMP) (Guček 
in sod., 2012; Zorec in sod., 2012). V podganjem hipokampusu tvori en astrocit stik kar 
s 140 000 sinapsami. Človeški astrocit pa tvori stik s približno dvema milijonoma sinaps 
(Vardjan in Zorec, 2015). Del astrocitnih izrastkov, ki obdajajo sinapso, imenujemo 
perisinaptični končič. Tesno objemanje presinaptičnih končičev okoli sinapse je 
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pomembno, saj omejuje razlitje sproščenih nevrotransmiterjev v sinaptično špranjo ter 
pripomore k hitremu in izoliranemu prevajanju informacije.  
 
 
 Slika 1: Struktura tripartitne sinapse. V črnih kvadratkih so naštete strukture, ki so del tripartitne 
sinapse. Strukture znotraj prekinjene rdeče črte so: nevrotransmiterji (modri krogci), zunajcelični prostor 
(ZCP), receptorji na plazmalemi postsinaptičnega nevrona (modri in zeleni kvadratki). Prirejeno po sliki iz 
(Verkhratsky in Nedergaard, 2018). 
  
Astrociti so med seboj povezani s presledkovnimi stiki in tvorijo sincicij. Presledkovni 
stiki imajo značilno strukturno organiziranost. Sestavljeni so iz dvanajst heksagonalno 
urejenih koneksinov, ki tvorijo konekson. Dva koneksona pa sestavljata kanal 
(presledkovni stik). Premer svetline kanala je 0,6 do 1,5 nm.  Kanali so poravnani eden 
poleg drugega, na posameznih območjih na plazmalemi astrocitov. Presledkovni stiki so 
pomembna strukturna značilnost astrocitov, ki omogočajo tesno bližino celic in 
izmenjevanje ionov ter manjših signalnih molekul. Takšna organizacija je pomembna za 
vzdrževanju ionske homeostaze v ZCP na ravni celotnega CŽS. Koncentracije kalijevega 
iona (𝐾+) močno porastejo v ZCP na območju aktivnega delovanja sinaps. Astrociti 
prevzamejo presežek ionov, ki preko koneksonov potuje v sosednjo celico, kjer je 𝐾+ 
koncentracija nižja. Tam se izloči in vrne v ZCP. Mehanizem se imenuje prostorsko 
pufranje 𝐾+ (ang. spatial buffering) in je nujen za ohranjanje ionske homeostaze 𝐾+ na 
ravni celotnega CŽS. Moteno delovanje tega mehanizma lahko vodi v povečano 
vzdraženost nevronov in patologije, kot je epilepsija (Verkhratsky in Nedergaard, 2018).  
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Astrocite ločimo od ostalih možganskih celic z uporabo različnih označevalcev. 
Najpogosteje uporabljen način za prepoznavo astrocitov je označevanje s protitelesi za 
glijalni fibrilarni kisli protein (ang: glial fibrillary acidic protein) – GFAP. Med 
pomembnejšimi označevalci so protitelesa proti encimoma, ki se nahajata v citoplazmi: 
aldehid dehirogenaza 1 L1 (ang. aldehyde dehydrogenase 1 family member L1) – 
ALDH1L1 ter glutamin sintetaza – GS. Pomembna indikatorja sta tudi membranska 
proteina, kot sta glutamatni transporter (GLT-1) in vodni kanal AQP4. (Verkhratsky in 
Nedergaard, 2018). 
 
 
2.1.2 Astrocitno signaliziranje - glijasignaliziranje 
    
Astrociti med seboj in z nevroni komunicirajo preko glija/nevrotransmiterjev in 
sekundarnih sporočevalcev. Zelo pomembna sekundarna sporočevalca sta 𝐶𝑎2+ in 
cAMP. V podganjih astrocitih iz primarnih celičnih kultur so izmerili, da je povprečna 
bazalna koncentracija citoplazemskega cAMP [cAMP]𝑖 3,91±1,75 µM (Vardjan in sod., 
2016) ter 0,06 µM ± 0,008 µM za [𝐶𝑎2+]𝑖 (Pangršič in sod., 2006). Ob aktivaciji 
določenih membranskih in znotrajceličnih receptorjev se koncentracija obeh sekundarnih 
sporočevalcev v citoplazmi zviša, kar lahko omogoči sproščanje glijatransmiterjev, kot 
sta glutamat in ATP s procesom eksocitoze (Vardjan in Zorec; 2015). Za aktivacijo od 
𝐶𝑎2+ odvisne eksocitoze so potrebne mikromolarne (več kot 10μM) vrednosti kalcija 
(Kreft in sod., 2004)  
 
 
2.1.2.2  Kalcij (𝐶𝑎2+) 
 
Mehanizem signaliziranja s prostim 𝐶𝑎2+  kot sekundarnim sporočevalcem je evolucijsko 
ohranjen pri vseh evkariontskih organizmih. Pri prenosu informacije je najprej potreben 
zunajcelični signal, ki ponavadi aktivira določen receptor na plazmalemi, ta sproži 
kaskado signalov, ki omogoči vdor 𝐶𝑎2+ iz zunajceličnega prostora ali pa njegovo 
sproščanje iz znotrajceličnih zalog. Zvišana koncentracija prostega 𝐶𝑎2+ v citoplazmi 
([𝐶𝑎2+]𝑖 ) je prisotna pri različnih celičnih odzivih kot so: od 𝐶𝑎
2+
odvisna eksocitoza ter 
hipotonično inducirano otekanje (Kreft in sod., 2004; Pangršič in sod., 2006). Celica v 
mirovanju vzdržuje nizko koncentracija prostega [𝐶𝑎2+]𝑖, kar omogoča odzivnost ob 
primernem signalu. Poleg tega so dolgotrajne visoke   [𝐶𝑎2+]𝑖 (več kot 1-10 µM) za 
celico lahko toksične. Povzročijo lahko agregacijo proteinov in nukleinskih kislin, 
zmanjšajo integriteto membran in zmanjšajo produkcijo ATP (Verkhratsky in 
Nedergaard, 2018). Ohranitev nizke koncentracije [𝐶𝑎2+]𝑖 zagotavlja aktivni transport 
različnih ionskih črpalk in transporterjev. SERCA od ATP odvisna ionska črpalka (ang. 
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum 𝐶𝑎2+ ATPase) črpa 𝐶𝑎2+ ione v lumen 
endoplazemskega retikuluma (ER), ki je glavno skladišče znotrajceličnega kalcija. V 
mitohondrije se 𝐶𝑎2+ transportira skozi 𝐶𝑎2+ uniporter. Na plazmalemi je 𝑁𝑎+/𝐶𝑎2+ 
ionski izmenjevalec in PMCA (plasmalemmal 𝐶𝑎2+ATPase), ki črpa kalcij v ZCP (Zorec 
in sod., 2012). 
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2.1.2.3 Citoplazemska vzdražnost 
 
Odzivnost astrocitov na zunajcelične signale z izločanjem glijatransmiterjev preko 
sekundarnih sporočevalnih molekul so poimenovali citoplazemska vzdražnost. Ime je 
analogno električni vzdražnosti, ki je sicer značilna za živčne celice. Akcijski potencial 
depolarizira membrano živčne celice in povzroči izločanje nevrotransmiterjev preko 
procesa imenovanega eksocitoza. Mehanizmi izločanja glijatransmiterjev pa so različni 
ter počasnejši od nevronskega prenosa informacije (Vardjan in Zorec, 2015). Vključujejo 
izločanje glijatransmiterjev preko eksocitoze, izločanje skozi ionske kanale ali 
transporterje na plazmalemi (Zorec in sod., 2012). Z izločanjem različnih nevroaktivnih 
molekul astrociti vplivajo na prenos sinaptičnih signalov ter posledično vplivajo na 
različne fiziološke in patofiziološke procese. Na primer preko nadzora količine adenozina 
v ZCP astrociti vplivajo na uravnavanje homeostaze spanja (Zorec in sod., 2012). 
Patološko otekanje astrocitov lahko povzroči obrnjeno delovanje od 𝑁𝑎2+ odvisnega 
glutamatnega transporterja na njihovi plazmalemi, kar pripomore k pospešenem širjenju 
citotoksičnega edema (Parpura in sod., 2012). 
 
Na plazmalemi astrocitov in nevronov so različni ionotropni in metabotropni receptorji, 
ki aktivirajo signalno pot kalcija. Ionotropni receptorji so ionski kanali, ki ob vezavi 
liganda postanejo prepustni za določen ion. Astrociti imajo na plazmalemi glutamatne 
(iGluR) in purinergične (P2X) ionotropne receptorje, prepustne za 𝐶𝑎2+, ki ju aktivirata 
glutamat in ATP (Guček in sod., 2012). Metabotropni receptorji so z G proteinom 
sklopljeni receptorji (GPCR). Na zunajcelični strani membrane je vezavno mesto za 
ligand, na znotrajcelični strani je protein G, ki so sestavljeni iz treh podenot (α, β, γ). Po 
vezavi liganda na receptor sklopljen s proteinom G, podenota α disociira in nadalje 
aktivira različne encime, kot sta fosfolipaza C (PLC) in adenilat ciklaza (AC) (Vardjan in 
Zorec, 2015). Identificirani so trije razredi proteinov G, ki se razlikujejo glede na vrsto 
signalne poti, ki jo sprožijo (𝐺𝑞, 𝐺𝑠, 𝐺𝑖). Metabotropna glutamatna receptorja (mGlu1, 
mGlu5) in purinergični receptor (P2Y) na plazmalemi astrocitov, so sklopljeni z 𝐺𝑞, ki 
aktivira PLC. Encim razgradi v plazmalemi vezan fosfoinozitol bifosfat (PIP2) na diacil 
glicerol (DAG ) in inozitol trifosfat (IP3). IP3 je ligand inozitolnega receptorja (IP3R) na 
membrani ER, ki po odprtju sprosti kalcij iz ER v citoplazmo. V citoplazmi 𝐶𝑎2+nadalje 
aktivira rianodinske receptorje (RyR). To je še ena skupina receptorjev na ER, ki so tudi 
prepustni za 𝐶𝑎2+. Zvišana koncentracija [𝐶𝑎2+]𝑖 omogoči zlivanje membrane 
sekretornih veziklov s plazmalemo in sproščanje vsebine vezikla v ZCP. Sekretorni 
vezikli so napolnjeni z glijatransmiterji kot so: glutamat, ATP, ANP ter sekretogranin II 
(Vardjan in Zorec, 2015). Celica preko delovanja GPCR pomnoži začetni signal in 
natančneje uskladi končni odgovor. 
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2.1.2.4 Signaliziranje preko cAMP 
 
Astrociti imajo na plazmalemi GPCR, ki lahko aktivirajo signalno pot cAMP. Tako kot 
𝐶𝑎2+, tudi cAMP uvrščamo med sekundarne obveščevalce. Njegova vlogi pa je pri  
signaliziranju sproščanja glijatransmiterjev v primerjavi z vlogo 𝐶𝑎2+  manj raziskana 
(Vardjan in Zorec, 2015). Povečano izločanje sekretogranina II iz peptidergičnih veziklov 
ter ATP iz poznih endolizosomov, so povezali z zvišano koncentracijo [cAMP]𝑖  (Calegari 
in sod., 1999; Vardjan in Zorec, 2015). Signaliziranje s cAMP je uravnavano z različnimi 
vrstami GPCR, kot so: β-AR (𝐺𝑠), adenozinski receptorji (𝐺𝑠/𝐺𝑖) in mGlu3 (𝐺𝑖) (Horvat 
in Vardjan, 2018). Aktivacija razreda 𝐺𝑖 aktivira encim fosfodiesterazo, ki razgradi 
cAMP. Aktivacija  proteina 𝐺𝑠 poveča sintezo cAMP, zaradi povečane aktivnosti AC. 
Analize transkriptoma podganjih astrocitov iz primarnih celičnih kultur so pokazale, da 
številni geni sodelujejo pri homeostaznih nalogah, uravnavanih preko signalne poti 
cAMP (Paco in sod., 2016). Raziskave so pokazale, da zvišana koncentracija 
[cAMP]𝑖 povzroči tudi hitreje zaznavne spremembe, kot je spremenjena ekspresija genov. 
Med hitro zaznavne spremembe štejemo: spremenjeno prepustnost kalijevega ionskega 
kanala (𝐾𝑖𝑟) (Koumi in sod., 1995), izločanje signalnih molekul (sekretogranin II in ANP) 
(Calegari in sod., 1999; Paco in sod., 2009), povečana razgradnja glikogena in povečana 
aerobna glikoliza ter povečana proizvodnja L-laktata (Zorec in sod., 2017). Opazili pa so 
tudi morfološke spremembe astrocitov, ki je sledila povišani koncentraciji [cAMP]𝑖 
(Shain in sod., 1987; Vardjan in sod., 2014). Po povečanem [cAMP]𝑖 se celice 
sploščenega videza, brez dobro definiranih izrastkov, preobrazijo v celice zvezdastega 
videza z izrazitimi izrastki, ki spominjajo na značilen videz astrocitov v tkivu. Fiziološko 
pomemben aktivator cAMP signalne poti v možganih je noradrenalin. Glavno mesto 
njegove sinteze v CŽS poteka v noradrenergičnih živčnih celicah, katerih some se 
nahajajo v majhnem delu CŽS imenovanem locus coeruleus (LC). Aksoni nevronov LC 
so dolgi, razvejani in segajo v vse dele CŽS (slika 2) (Zorec in sod., 2017). Noradrenalin 
se veže na adrenergične receptorje, ki so prisotni na vseh možganskih celicah.  
 
 
Zelič Ivanovska V. Vpliv noradrenalina na spremembe kapacitivnosti membrane astrocitov. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
8 
 
 
Slika 2: Mesto sinteze noradrenalina v CŽS. Na sliki je s črno puščico označeno mesto locus coeruleus, 
ki je primarno mesto sinteze noradrenalina v CŽS. Nahaja se v možganskem deblu. Z rdečimi puščicami je 
nakazana smer inervacije LC nevronov. (Zorec in sod.,  2017)  
 
 
Adrenergični receptorji se delijo na dve večji skupini (α-AR in β-AR) (slika 3). Njihova 
aktivacija povzroči spremembe v bazalnih koncentracijah [𝐶𝑎2+]𝑖 in [cAMP]𝑖. V 
nadaljevanju so receptorji našteti glede na stopnjo afinitete do noradrenalina, od manj do 
bolj afinitetnih. 1) α2-AR aktivira fosfodiesterazo in zniža [cAMP]𝑖. 2) α1-AR aktivira 
PLC, ki povzroči dvig [𝐶𝑎2+]𝑖. 3) β-AR aktivira AC, ki sintetizira cAMP. Glavna tarča 
cAMP je protein kinaza A (PKA), ki nadalje fosforilira tarčne proteine v citoplazmi in 
jedru (Horvat in sod., 2016). Raziskava o noradrenergičnem signaliziranju na ravni 
celotnega organizma je pokazala, da so astrociti najverjetneje glavna tarča sproščenega 
noradrenalina iz nevronov LC (Ding in sod., 2013; Paukert in sod., 2014). Noradrenalin 
se veže na α-AR in β-AR na plazmalemi astrocitov. Raziskave o celičnem odzivu po 
sočasni aktivaciji obeh AR na posamezni celici podganjega astrocita so pokazale, da je 
časovna dinamika 𝐶𝑎2+ in cAMP signalne poti zelo različna (Horvat in sod., 2016). 
Ugotovili so, da je naraščanje [cAMP]𝑖 tonično, medtem ko je naraščanje [𝐶𝑎
2+]𝑖 fazično 
(slika 3), ter da sočasna aktivacija α1-AR in β-AR povzroči povečan učinek 𝐶𝑎
2+in 
cAMP odziva, v primerjavi s selektivnim draženjem α1-AR in β-AR. Sodelovanje 𝐶𝑎
2+ 
in cAMP poti ter njun sinergističen vpliv, kadar sta receptorja sočasno aktivirana, 
najvrjetneje omogoča optimalnejši celični odgovor v določenih razmerah. To hipotezo so 
potrdili že pri drugih vrstah celic (Ahuja in sod., 2014). 
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Slika 3: Signalni poti 𝛂𝟏-AR/𝑪𝒂
𝟐+in β-AR/cAMP. Slika prikazuje vezavo liganda (na primer 
noradrenalina) (rdeča pika) na adrenergična receptorja (AR). Vezava liganda konformacijsko spremeni 
receptor in aktivira α podenoto G proteina, ki nadalje aktivira sekundarne signalne molekule. Podrobnejši 
opis prikazanih signalnih molekul, ki sodelujejo v obeh signalnih poteh, so v besedilu. Graf ob posamezni 
signalni poti prikazuje dinamiko sekundarne signalne molekule (𝐶𝑎2+ali cAMP) po aktivaciji receptorja. 
Drugačna časovna dinamika povečanja njunih citoplazemskih koncentracij ob hkratni aktivaciji obeh 
receptorjev (α1-AR in β-AR), najverjetneje omogoča optimalni celični odziv v določenih pogojih (slika je 
prirejena po Horvat in sod., 2016).  
 
 
 
 
 
 
2.1.3 Patološko otekanje astrocitov in signalna pot cAMP 
 
Astrociti so najpomembnejši pri uravnavanju ionskega in vodnega ravnovesja v CŽS, zato 
so dobro prilagojeni hitrim ter lokalnim spremembam volumna. V normalnih razmerah 
so pogostim spremembam volumna podvrženi perisinaptični končiči. Nevroni 
glutaminergičnih sinaps zaradi proženja akcijskih potencialov povzročijo povišano 
koncentracijo 𝐾+ in glutamata v sinaptični špranji. Astrociti ju neprestano odstranjujejo 
in ščitijo nevrone pred nastankom vzdražno toksičnih razmer (angl. excitotoxicity). 
Prevzemu 𝐾+ in glutamata sledi tok vode in anionov. Astrociti tako ohranijo osmotsko in 
električno nevtralnost. Najpomembnejši tip vodnih kanalov za vzdrževanje vodne 
homeostaze v CŽS so AQP4. Najbolj so izraženi na perivaskularnih in perisinaptičnih 
končičih (Verkhratsky in Nedergaard, 2018). Nabrekanju astrocitov sledi kompenzacija 
z mehanizmi uravnavanega zmanjšanja volumna (RVD). Natančen mehanizem RVD pri 
njih še ni raziskan. Ve se, da so v mehanizem RVD vključeni na volumen občutljivi 𝐾+ 
in 𝐶𝑙− ionski kanali. Prepustni postanejo po povečanem volumnu celice. Voda pasivno 
sledi toku 𝐾+ in 𝐶𝑙− ven iz celice. Posledično se volumen vrne na normalno raven 
(Lafrenaye in Simard, 2019). Prerazporeditev 𝐾+ in vode poteka tudi preko koneksonov 
v sosednje astrocite. Delovanje astrocitov je ogroženo pri patološkem otekanju, ko zgoraj 
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opisani mehanizmi ne kompenzirajo povečanega volumna. Zaradi podrtega ionskega 
ravnovesja astrociti zadržujejo preveč vode. V ZCP pa se ustvari njen primanjkljaj. 
Zmanjšan volumen ZCP poslabša difuzijo nevro/glijatransmiterjev in drugih presnovkov, 
ter poveča njihove koncentracije. To lahko vodi v citotoksične pogoje, ki povzročijo 
celično smrt (Stokum in sod., 2016).  
 
Akutna poškodba glave, srčna ali možganska kap so možni vzroki, ki vodijo v otekanje 
možganskih celic (predvsem astrocitov), kasneje pa v otekanje celotnega možganskega 
tkiva. Otekanje možganskih celic imenujemo citotoksičen edem. Povečan volumen 
celotnega možganskega tkiva pa imenujemo vazogeni edem. Prvi je posledica otekanja 
celic zaradi prerazporeditve tekočine iz ZCP v celice. Vazogeni edem pa nastane zaradi 
poškodbe krvno možganske pregrade. Uhajanja plazemskih proteinov vodi v vdiranje 
dodatne tekočine in povečanje celotnega volumna možganov. Tlak se v lobanji zaradi 
omejenega volumna poveča, kar povzroči odmiranje celic. Celostno zdravljenje 
možganskega edema je težavno. Medtem, ko je vazogeni edem možno nadzorovati, 
zdravil za omejevanje citotoksičnega ni (Keep in sod., 2017). Mehanizem patološkega 
otekanja celic, ki vodijo v nastanek citotoksičnega edema, je najlažje razložiti v primeru 
poškodb, ki jih spremlja omejen dotok kisika in hranil v prizadeti del možganov. Omejen 
dotok kisika in hranil pomeni pomanjkanje energije (ATP). Pomanjkanje znotrajceličnega 
ATP ogrozi delovanje primarnega aktivnega transporta, ki je potreben za vzdrževanje 
primernih ionskih gradientov. Ti so gonilna sila sekundarnega aktivnega transporta. 
Nepravilno delovanje primarnega in sekundarnega transporta vodi v porušeno ionsko 
ravnovesje v ZCP in v celicah. Oslabljeno delovanja Na/K ATPaze, vodi v povečano 
kopičenje 𝑁𝑎2+ v primerjavi z izgubo 𝐾+. Celice privzamejo 𝐶𝑙− in vodo, da ohranijo 
električno in osmotsko nevtralnost, zato se poveča njihov volumen (Keep in sod., 2017; 
Stokum in sod., 2014). Podrto ionsko ravnovesje in otekanje vodi v povečano vzdražnost 
nevronov, ki pogosteje izločajo glutamat. Povišana koncentracija glutamata v ZCP in 
povišana koncentracija 𝑁𝑎2+ v astrocitih obrne delovanje glutamatnega transporterja, kar 
še dodatno poveča nastanek vzdražno toksičnih pogojev v ZCP. Mehanizmi, ki v 
fizioloških razmerah ohranjajo ravnovesje v ZCP, postanejo v patofizioloških razmerah 
vzrok za nastanek citotoksičnega edema, ki je v primeru ishemije gonilna sila za nastanek 
vazogenega (Thrane in sod., 2011; Stokum in sod. 2014).   
 
Raziskave o otekanju in krčenju astrocitov v fizioloških in različnih patofizioloških 
razmerah so pomembne za razvoj zdravil, ki bi omejile nastanek in napredovanje  
citotoksičnega edema. Pogosto uporabljen eksperimentalni model za raziskovanje 
citotoksičnega edema je indukcija otekanja podganjih astrocitov iz primarnih celičnih 
kultur s hipotonično raztopino, ki je navadno ≈ 40 % zmanjšana osmolarnost fiziološke 
zunajcelične raztopine. V različnih študijah so pokazali, da se zaradi hipotonično 
induciranega otekanja koncentracija [𝐶𝑎2+]𝑖 poveča (Pangršič in sod., 2006; Lafrenaye 
in Simard, 2019). Pangršič in sod. (2006) so v svoji raziskavi z uporabo elektrofiziološke 
metode meritve membranske kapacitivnosti pokazali, da s hipotonično raztopino izzvani 
gojeni podganji astrociti, kljub prehodnemu povečanju [𝐶𝑎2+]𝑖, ne aktivirajo procesa 
eksocitoze, kot je bilo predlagano v nekaterih študijah (Coco in sod., 2003; Pasantes-
MCorales in sod., 2002). Povečan volumen, ki so ga merili kot povečan presek celične 
površine (cross section area), so pripisali razvitju plazmaleme. V drugi in vivo študiji 
(Thrane in sod., 2011) so pokazali, da pri otekanju s hipotonično raztopino astrociti 
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sproščajo ATP. Ta se najverjetneje izloča preko drugega mehanizma, kot je eksocitoza. 
Zunajcelični ATP lahko deluje avtorkino in aktivira receptorje P2X in P2Y ter na ta način 
pripomore k širjenju citotoksičnega učinka na možganske celice. In vitro in in vivo študije 
o spremembi morfologije podganjih astrocitov iz primarnih celičnih kultur so pokazale, 
da aktivacija β -AR/cAMP poti zmanjša njihovo s hipotonično raztopino izzvano otekanje 
(Shain in sod., 1987; Sherpa in sod., 2016; Vardjan in sod., 2016). Vardjan in sod. (2016) 
so ugotovili, da aktivacija β -AR poti povzroči poleg zmanjšanega preseka celične 
površine astrocitov po hipotoničnem otekanju, tudi manj časa trajajoče prehodno 
povišanje [𝐶𝑎2+]𝑖. Raziskava Horvat in sod. (2016) pa je pokazala, da hkratna aktivacija 
α1-AR in β-AR z neselektivnim agonistom (noradrenalinom in adrenalinom) v normalnih 
razmerah, izzove močnejše povečanje [𝐶𝑎2+]𝑖 in [cAMP]𝑖 kot selektivna aktivacija α1-
AR in β-AR. Mehanizem sodelovanja 𝐶𝑎2+ in cAMP signalne poti se očitno razlikuje 
med fiziološkimi in patofiziološkimi razmerami. 
 
Raziskava Vardjan in sod. (2016) je pokazala, da bi bil lahko noradrenalin primeren 
kandidat za zdravljenje citotoksičnega edema. Pred njegovo uporabo v klinične namene 
pa je potrebno natančno poznavanje mehanizmov sodelovanja 𝐶𝑎2+ in cAMP poti ter 
njun vpliv na celični odgovor pri astrocitih.  
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2.2 MERITVE MEMBRANSKE KAPACITIVNOSTI Z METODO VPETE 
NAPETOSTI NA KRPICI MEMBRANE V SNEMALNI KONFIGURACIJI CELE 
CELICE  ang. »PATCH CLAMP WHOLE CELL CONFIGURATION«« 
 
2.2.1 Zgodovina 
 
Patch clamp je raziskovalna metoda za preučevanje elektrofizioloških lastnosti bioloških 
membran. Biološka membrana je sestavljena iz lipidnega dvosloja, ki deluje kot 
kondenzator v nadomestnem električnem vezju. Ionski kanali v membrani celic pa imajo 
lastnosti upornika oziroma prevodnika. Začetki uporabe tehnike patch clamp segajo v 50. 
leta prejšnjega stoletja, ko sta Alan Lloyd Hodgkin in Andrew Huxley preučevala ionske 
tokove na velikem aksonu lignja. Uporabila sta metodo vpete napetosti (ang. voltage 
clamp), ki je poglavitni del tehnike patch clamp. Pri metodi vpete napetosti konstantno 
nadzorujemo želeno napetost na membrano preučevane celice z znotrajcelično elektrodo. 
Kakršno koli odstopanje izmerjene napetosti od želene oziroma nastavljene je zaradi 
spremenjene prevodnosti ionskih kanalov v membrani (slika 4).  
 
 
Slika 4: Metoda vpete napetosti (voltage clamp) (prirejeno po Purves in sod, 2004: 48). 
 
 
 
Hodgkin in Huxley sta potrebovala dve znotrajcelični elektrodi za poskus merjenja 
ionskih tokov na membrani lignjevega aksona. Ena je merila spremembo napetosti med 
zunajcelično (referenčno) elektrodo in znotrajcelično merilno elektrodo. Vrednost 
spremembe napetosti, imenovane membranski potencial (MP), je zabeležil ojačevalnik in 
jo primerjal z nastavljeno, želeno vrednostjo MP. Skozi drugo znotrajcelično elektrodo je 
ojačevalnik v akson injicira tok enake amplitude in obratne polaritete, da se je razlika 
med izmerjenim in nastavljenim MP izničila (negativna povratna zanka). Tako je celica 
konstantno vpeta na želeno napetost. Vrednost vbrizganega toka, ki je potreben za 
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vzdrževanje stalne napetosti, ojačevalnik beleži in je seštevek tokov skozi ionske kanale 
zaradi spremembe njihove prevodnosti. S spreminjanjem nastavljene napetost je možno 
preučevati različne od napetost odvisne ionske kanale (Purves in sod, 2004: 47). 
  
Pri tehniki patch clamp je membrana celice tudi pod konstantno vpeto napetostjo, tako 
kot pri klasični metodi vpete napetosti. Pomembna razlika je v uporabi elektrod. Pri 
metodi patch clamp se uporablja ena elektroda, ki je hkrati merilna in nadzira tok v celico. 
Elektroda je v svojem distalnem delu steklena mikropipeta, ki ima konico z zelo majhnim 
premerom (približno en μm). Druga pomembna razlika je, da je pri tehniki patch clamp 
tesen stik med stekleno mikropipeto in plazmalemo. Tak tesen stik ima zelo veliko 
upornost. Takšna mikropipeta omogoča nadzorovanje napetosti na membrani majhnih 
celic ali le na majhnem delčku celične membrane. Pri klasični uporabi metode vpete 
napetosti z dvema elektrodama so meritve možne le na večjih celicah. Poleg meritve 
ustvarijo veliko šuma, kar omogoča merjene samo velikih tokov. S tehniko patch clamp 
pa lahko merimo tok skozi en ionski kanal (Purves in sod, 2004: 41). V nadaljevanju tega 
poglavja in v poglavju material in metode (3.3.5) bomo podrobneje opisali le tehniko 
patch clamp v konfiguraciji vpete napetosti in snemalni konfiguraciji cele celice za 
nekompenzirane meritve kapacitivnosti. 
 
 
 
 
 
2.2.2 Osnova tehnike vpete napetosti na krpici membrane (ang. »patch clamp«) 
 
Erwin Neher in Bert Sakmann sta leta 1976 razvila tehniko patch clamp, ki se danes 
razširjeno uporablja v elektrofizioloških laboratorijih. Patch clamp oziroma vpeta 
napetost na krpici membrane je tehnika, pri kateri nadzorujemo napetost le na delu 
membrane ali pa na celi celici. Uporablja se zelo tanke mikropipete (konica s premerom 
≈ 1 µm), kar omogoča snemanje toka skozi posamezni ionski kanal. Mikropipeta vsebuje 
elektrodo, ki je hkrati merilna in stimulativna. Za kvalitetne meritve s tehniko patch 
clamp, je treba ustvariti tesen stik med mikropipeto in membrano celice. Takšen stik 
imenujemo tesen pečat in je ključen, da lahko merimo zelo majhne tokove skozi ionski 
kanal. Tesen pečat prepreči »uhajanje« tokov mimo mikropipete. Takšni snemalni 
konfiguraciji pravimo snemalna konfiguraciji pripete celice (ang. »cell attached«). 
Vzpostavitev tesnega pečata ali giga pečata, ker ima GΩ upornost, je zelo pomemben 
korak v katerikoli snemalni konfiguraciji. Poleg snemalne konfiguracije pritrjene celice 
omogoča tehnika patch clamp, tudi drugačne snemalne konfiguracije. Konfiguracija cele 
celice (ang. »whole cell«) je med pogosteje uporabljenimi. Če po vzpostavitvi tesnega 
pečata odtrgamo krpico membrane, ki je vpeta z mikropipeto, dobimo konfiguracijo 
inside-out. Takšna konfiguracija je uporabna za preučevanje vpliva različnih vodotopnih 
komponent na prevodnost ionskih kanalov. Poleg že omenjenih snemalnih konfiguracijah 
poznamo še outside-out snemalno konfiguracijo (slika 5) (Gillis 1995: 155).   
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Slika 5: Snemalne konfiguracije pri patch clamp tehniki. Na sliki vidimo shematski prikaz snemalnih 
konfiguracij pri uporabi tehnike patch clamp in prehodi v želene snemalne konfiguracije. V magistrski 
nalogi smo uporabili snemalno konfiguracijo cele celice (whole cell) označeno z rdečim okvirjem. 
 
 
 
Tehnika Patch clamp z metodo vpete napetosti ni uporabna le za preučevanje ionskih 
kanalov. Revolucionarno je vplivala na razumevanje dinamike spreminjanja površine 
celične membrane. Eksocitoza in endocitoza sta procesa, pri katerem se novi deli 
membrane sekretornih veziklov dodajajo in odcepljajo od plazmaleme. Z merjenjem 
kapacitivnosti celične membrane, ki je premosorazmerna z njeno površino, lahko direktno 
spremljamo proces spajanja in odcepljanja delov membrane na plazmalemi (Neher in 
Marty, 1982). V primeru uporabe konfiguracije pritrjene celice (ang. cell attached) (slika 
5), spremljamo izolirane dogodke ekso in endocitoz, ki se dogajajo na krpici membrane 
vpete z mikropipeto. V magistrski nalogi smo uporabili snemalno konfiguracijo cele 
celice (whole cell) (slika 5), kar nam je omogočilo spremljanje spremembe velikosti 
površine membrane, ki se dogaja na območju celotne celice. K spremembam izmerjene 
kapacitivnosti sta doprinesla tako procesa ekso- kot endocitoze. 
 
 
 
 
 
 
Zelič Ivanovska V. Vpliv noradrenalina na spremembe kapacitivnosti membrane astrocitov. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
15 
2.2.2.1 Nadomestno električno vezje  
 
Najpreprostejše nadomestno električno vezje, ki opiše majhno sferično celico, vsebuje 
dva elektronska elementa. To sta kondenzator in upornik, ki predstavljata kapacitivni 
fosfolipidni dvosloj in prevodne ionske kanale. Oba elementa sta vezana vzporedno v 
nadomestno električno vezje. Vezje, ki opiše snemalno konfiguracijo cele celice za 
majhno sferično celico, vsebuje še en dodatni upornik, vezan zaporedno v sistem (slika 
6). Ta upornik predstavlja padec napetosti na prehodu lumna mikropipete in celične 
notranjosti. To upornost imenujemo serijska oziroma dostopna upornost (𝑅𝑎= access 
resistance oz. 𝑅𝑠= series resistance). Pri dobri snemalni konfiguraciji cele celice je 𝑅𝑎 v 
primerjavi z upornostjo membrane (𝑅𝑚) približno stokrat manjša. Majhen 𝑅𝑎 omogoči 
realnejšo oceno vrednosti pasivnih elementov celične membrane (𝑅𝑚 in 𝐶𝑚). Celice z 
veliko tankimi izrasti potrebujejo za opis najpreprostejšega nadomestnega električnega 
vezja dodatne električne elemente (Rituper in sod., 2013). Podrobnosti uporabljene 
tehnike v magistrski nalogi bomo opisali v poglavju material in metode (3.3.5). 
 
 
 
Slika 6: Najenostavnejše nadomestno električno vezje. Slika prikazuje najenostavnejše nadomestno 
električno vezje, ki predstavlja snemanje celice s tehniko patch clamp v konfiguraciji cele celice. 𝑅𝑎 
predstavlja serijsko upornost. Vezana zaporedno z RC členom, ki ga predstavljata vzporedno vezan upornik 
𝑅𝑚 in kondenzator 𝐶𝑚. Parameter, ki nas zanima pri meritvah endo- in eksocitotskih procesov, je vrednost 
kapacitivnosti 𝐶𝑚 (Rituper in sod., 2013). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 OPREMA 
 
 
Patch clamp oprema: 
 
• invertni mikroskop (Zeiss IM35) 
• Faradejeva kletka 
• vibracijsko izolirana miza 
• konektorji BNC 
• vlačilec mikropipet 
• borosilikatne kapilare 
• polirnik za pipete 
• nizko pasovni filter (Celica, Slovenija) 
• fazno občutljiv ojačevalnik (Celica; SWAM IIc, Slovenija) 
• sonda oziroma predojačevalnik 
• dva digitalna osciloskopa 
• pretvornik AD (National instruments) 
• mikromanipulator (Eppendorf injectman, Nemčija) 
• računalnik 
• elektrode Ag/AgCl 
 
 
 
Ostala oprema: 
 
• hladilnik  
• svetlobni mikroskop  
• zamrzovalnik  
• inkubator  
• merilnik pH (Mettler toledo, MP 220) 
• magnetno mešalo 
• osmometer (Osmomat 3000, Gonotec, Nemčija)  
• vorteks mešalo  
• baterijski pipetor  
• centrifuga  
• serološke pipete  
• centrifuga  
• avtomatske pipete  
• tehtnica (Mettler toledo classic) 
• laminarij (brezprašna komora)
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3.2 RAZTOPINE IN MEDIJI 
 
 
3.2.1 Hranilni medij 
 
Pripravili smo ga iz medija DMEM (angl. »Dulbecco's Modified Eagle's medium«), ki 
vsebuje 4.500 mg/L (25 mM) D-glukoze, 10 % fetalnega govejega seruma (FBS, angl. 
»fetal bovine serum«), 1 mM natrijevega piruvata, 2 mM L-glutamina in 50 g/ml 
mešanice antibiotikov streptomicina in penicilina. Medij smo do uporabe hranili v 
hladilniku pri temperaturi 4-6 °C.  
 
 
3.2.2 Zunajcelična raztopina (ECS) 
 
Zunajcelično raztopino smo priredili po receptu iz članka Pangršič in sod. (2006). Vse 
kemikalije, navedene v preglednici 1, smo stehtali (Mettler toledo classic AB54-S) in jih 
z magnetnim mešalom raztopili v deionizirani vodi do želenega volumna. Raztopino smo 
titrirali z NaOH do vrednosti pH=7.2-7.4, ki smo ga določili s pH metrom (Mettler toledo 
MP200). Končna osmolarnost raztopine je bila 300±10 mOsm/kg raztopine, merjena z 
osmometrom (Gonotec osmomat 3000). Raztopino smo filtrirali preko bakterijskega filtra 
in do uporabe hranili v zmrzovalniku na -20 °C. Vse kemikalije so bile znamke Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, ZDA.  
 
Preglednica 1: Kemikalije in njihove koncentracije uporabljene za pripravo zunajcelične raztopine (ECS). 
kemikalije za ECS c [mM] 
𝑁𝑎𝐶𝑙 131,8 
𝐾𝐶𝑙 5 
𝐶𝑎𝐶𝑙2 2,5 
𝑀𝑔𝐶𝑙2 2,5 
𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 10 
𝐷­𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑧𝑎 12,5 
𝑁𝑎𝐻2𝑃𝑂4 ∗ 1𝐻2𝑂 0,5 
𝑁𝑎𝐻𝐶𝑂3 5 
   
 
 3.2.3 Znotrajcelična raztopina (ICS) 
 
Znotrajcelično raztopino smo priredili po receptu iz članka Pangršič in sod. (2006). Vse 
kemikalije navedene v preglednici 2, razen 𝑁𝑎2𝐴𝑇𝑃 in EGTA smo stehtali (Mettler 
toledo classic AB54-S) in jih s pomočjo magnetnega mešala raztopili v deionizirani vodi 
do želenega volumna in dobili predpripravljeno ICS. Nekaj predpripravljene ICS smo 
uporabili za pripravo založnih raztopin z ATP in EGTA (1, 2 in 3). 1) 200 μM založno 
𝑁𝑎2𝐴𝑇𝑃 in 2) 200 μM založno raztopino z EGTA smo pripravili iz kemikalij, ki smo jih 
raztopili v predpripravljeni ICS. 3) 200 μM založno raztopino s Ca2+/EGTA smo 
pripravili iz 1M 𝐶𝑎𝐶𝑙2 in 200 μM EGTA(2). Pred začetkom vsakega poskusa smo 
pripravili delovno ICS. Pripravili smo jo tako, da smo v predpripravljeno ICS dodali vse 
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tri založne raztopine (𝑁𝑎2𝐴𝑇𝑃, EGTA, Ca/EGTA). Delovna ICS je vsebovala 100 nM 
Ca in vse komponente s pripisanimi koncentracijami navedenimi v spodnji tabeli. 
Osmolarnost ICS je bila 300 ± 10 mOsm/kg raztopine. Delovni ICS smo vsakič pred 
poskusi uravnali pH s KOH do vrednosti 7,2-7,4. Raztopine (predpripravljeno ICS, 1, 2 
in 3) smo do uporabe hranili v zamrzovalniku pri -20 °C. Delovno ICS smo imeli med 
izvedbo poskusov na ledu. Vse kemikalije so bile znamke Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 
ZDA.  
 
 Preglednica 2: Kemikalije in njihove koncentracije uporabljene za pripravo zunajcelične raztopine (ECS). 
kemikalije za ICS c [mM] 
𝐾 𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑛𝑎𝑡 140 
𝑇𝐸𝐴𝐶𝑙 10 
𝑀𝑔𝐶𝑙2 2 
𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 10 
𝑁𝑎2𝐴𝑇𝑃 2 
𝐸𝐺𝑇𝐴 5 
 
 
3.2.4 Noradrenalin (NA) 
 
Pred vsakim poskusom z noradrenalinom smo naredili založno raztopino s koncentracijo 
243 mM noradrenalina. Uporabili smo noradrenalin (znamke Sigma Aldrich, St. Louis, 
MO, ZDA), ki smo ga raztopili v deionizirani vodi. Založno raztopino s koncentracijo 
243 mM smo redčili z ECS, da smo dobili 2,43 mM delavno raztopino, ki smo jo med 
poskusom hranili na ledu. Pred dodatkom 100 µL noradrenalina na celice, smo delavno 
raztopino še enkrat redčili z ECS. Končna koncentracija noradrenalina s katero smo 
dražili celice je bila 200 μM.  
 
 
3.2.5 Adenozin trifosfat (ATP) 
 
Pripravili smo 11 mM založno raztopino ATP (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
raztopljeno v ECS. Pred hrambo smo založno raztopino titrirali z NaOH do pH=7,2-7,4. 
Pripravljeno raztopino smo hranili v zamrzovalniku (-20 °C) do uporabe. Med poskusom 
je bila raztopina z ATP na ledu. V stojalo s celicami smo dodajali 100 µL 11 mM ATP. 
Končna koncentracija ATP za stimulacijo je bila 1 mM. 
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3.3 METODE 
 
 
3.3.1 Priprava krovnikov s poli-L-lizinom  
Krovna stekelca za mikroskopijo (Chance Propper, Velika Britanija) s premerom 22 mm 
smo sterilizirali z namakanjem v 70 % etanolu (20 min). Nato smo stekelca sprali z 
redestilirano vodo in jih inkubirali 20 min v 10 µg/mL poli-L-lizina (PLL) (Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) pri sobni temperaturi. Po inkubaciji s PLL je sledilo 
ponovno spiranje z redestilirano vodo. Vsako krovno stekelce smo nato položili v 
petrijevke s premerom 35 mm. Suhe krovnike obdane s parafilmom smo do uporabe 
(največ 3 tedne) hranili v hladilniku 4-6 °C. 
 
 
3.3.2 Priprava primarnih kultur podganjih astrocitov 
Izolacija podganjih astrocitov je potekala v skladu z zakonodajo o delu na izoliranih 
tkivih, organih in truplih predhodno usmrčenih živali po členu 22.a Zakona o zaščiti živali 
(ZZZiv-UPB3, Uradni list RS, št. 38/2013 z dne 3.5.2013) v laboratoriju Inštituta za 
patološko fiziologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. Izolacijo so izvajali sodelavci, ki 
so imeli ustrezna dovoljenja za delo s poskusnimi živalmi. 
 
Za pripravo primarne kulture podganjih astrocitov smo uporabili celice izolirane iz 
možganske skorje 2-3 dni starih pogan. Izolacija je potekala po postopku Schwartza in 
Wilsona (1992). S postopkom stresanja na 225 obr/min pri sobni temperaturi preko noči 
s trikratno ponovitvijo so pridobili 99% čiste kulture astrocitov. Izolirane podganje 
astrocite so prenesli v gojitvene epruvete s površino 10 𝑐𝑚2 in jih hranili v inkubatorju 
(razmere v inkubatorju: 37 °C, 5 % 𝐶𝑂2, 88 % vlage). 
 
 
3.3.3 Nasajanje podganjih astrocitov na krovnike 
 
Gojitvene epruvete s primarno kulturo podganjih astrocitov smo sprali z 2 mL DMEM. 
Po spiranju smo dodali 2 ml tripsina/EDTA in v inkubatorju inkubirali 5 min. Po 
inkubaciji smo pod svetlobnim mikroskopom preverili učinek tripsina (celična kultura se 
je odlepila od podlage, celice so bile videti sferične). Če je bilo treba, smo s pomočjo 
mehanske sile (trkanje epruvete ob podlago) postopek odlepljanja celic povečali. V dve 
1,5 mL mikrocentrifugirki smo dodali 1 mL mešanice celic in tripsina. Mikrocentrifugirki 
smo centrifugirali 5 min pri 900 obr/min. Po končanem centrifugiranju smo previdno 
odstranili supernatant in celični pelet na dnu mikrocentrifugirke resuspendirali s primerno 
količino hranilnega medija (800 µL-1,5 mL). Količina hranilnega medija je bila odvisna 
od gostote celične kulture v gojitveni epruveti. Na krovnike premazane s PLL smo dodali 
po 35 µL celične suspenzije in jo enakomerno razmazali s pipeto. Po pritrditvi celic na 
krovnike (30 min v inkubatorju) smo v vsako petrijevko dodali še 1,5 mL hranilnega 
medija. Izkazalo se je, da smo imeli najboljše elektrofiziološke meritve, ko smo za 
snemanje uporabili celice 24 ur do največ 72 ur po nasajanju. Do uporabe smo celice za 
poskuse  hranili v inkubatorju (razmere v inkubatorju: 37 °C, 5 % CO2, 88 % vlage).  
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3.3.4 Priprava pipet 
 
Za pripravo pipet za meritve kapacitivnosti smo uporabili borosilikatne steklene kapilare 
(1,5 x 0,86 x 150 mm Harvard apparatus). Z diamantnim nožem smo jih prepolovili in jih 
posamič vpeli v vlačilec pipet (flaming/brown micropipette puller,  Sutter instrument co. 
Model P-97). Vlačilec pipet (slika 7) deluje tako, da se steklena kapilar na sredini v 
pulznih intervalih segreva, hkrati pa na obeh koncih stekleno kapilaro, med fazo 
segrevanja vleče stran od sredine. Vsaki fazi segrevanja in vlečenja sledi faza pihanja 
hladnega zraka skozi kapilaro. Po končanem postopku smo dobili dve stekleni 
mikropipeti, ki sta imeli na konici ≈ 1µm premera. Nastavitve na izdelovalcu pipet: 
HEAT: 569, VEL: 41, DEL: 1). Po izdelavi pipete smo njihovim konicam zatalili ostre 
robove (slika 8). Pod svetlobnim mikroskopom  smo konico mikropipete približali žareči 
platinasti žici, ki smo jo segreli z laboratorijskim usmernikom (IC/ELEKTRONIKA DC 
power supply HY 3010) in tako dobili manj ostre robove (slika 9). Pipete smo pripravljali 
sproti po potrebi. Z nastavitvami na izdelovalcu pipin in z glajenjem robov konice smo 
dobili pipete z upornostjo od 2,7 do 3,5 MΩ . 
 
 
 
Slika 7: Vlačilec pipet (Sutter instrument co. Model P-97) 
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Slika 8: Oprema za zatalitev konic mikropipet. Na fotografiji je laboratorijski usmerjevalnika (desno), 
ki segreje žico s katero smo naredili robove konice borosilikatne mikropipete manj ostre. Postopek smo 
spremljali pod mikroskopom (levo). 
 
 
 
Slika 9: Zatalitev konice mikropipete. Fotografija prikazuje postopek zaobljanja konice mikropipete z 
žarečo žico. Levo žareča žica in desno konica mikropipete.
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3.3.5 Nekompenzirane meritve kapacitivnosti membrane podganjih astrocitov  
   
Osnovni princip delovanja patch clamp z metodo vpete napetosti je opisan v poglavju 2.2. 
V magistrski nalogi smo uporabili eksperimentalne nastavitve za merjenje 
nekompenzirane meritve kapacitivnosti imenovane tudi makroskopske meritve (Zorec in 
sod., 1991). Najpomembnejši del opreme je fazno občutljivi patch clamp ojačevalnik 
(SWAM IIc) (Zorec in sod., 1991). Takšen ojačevalnik razklopi signal toka skozi celično 
membrano za določitev imaginarne in realne komponente admitance. Vrednosti 
membranske kapacitivnosti astrocitov smo pridobili s pomočjo računalniškega programa 
CELL. Računalniški program, z uporabo algoritma, objavljenega v članku Lindau in 
Neher (1988) in Gillis (1995), sproti računa vrednosti treh pasivnih celičnih parametrov 
𝐺𝑎, 𝐺𝑚 in 𝐶𝑚 iz signalov pridobljenih iz SWAM IIc ojačevalnika (𝑉𝑝, 𝐼𝑑𝑐, 𝑌𝑖𝑚 in 𝑌𝑟𝑒) in 
ocenjene vrednosti reverznega potenciala celice (𝐸𝑟𝑒𝑣). V magistrski nalogi smo uporabili 
vrednost reverznega potenciala za podganje astrocite 𝐸𝑟𝑒𝑣 = −50 𝑚𝑉 (Pangršič in sod., 
2006). 
 
Za vzdrževanje želenega potenciala na membrani celice za preučevanje kapacitivnosti, je 
v uporabi več različnih virov stimulacije (Gillis, 1995: 155). V magistrski nalogi smo 
uporabili vir sinusne napetosti, s frekvenco sinusne napetosti 800Hz in amplitudo 1.1 mV 
rms. Vrednost celotnega toka (𝐼𝑡) za vzdrževanje vpete napetosti (-70 mV) na membrani 
celice, je seštevek toka skozi upornik (𝐼𝑟) in toka na kondenzator (𝐼𝑐). Enačba, ki predstavi 
opisano:   
                                                                                                                    
   𝐼𝑡(t) =    𝐼𝑅+  𝐼𝐶 =  
𝑉0sin (𝜔𝑡)
𝑅𝑚
+ 𝐶𝑚𝑉0𝜔cos (𝜔𝑡)                     … (1) 
 
Parametra 𝑅𝑚 in 𝐶𝑚 predstavljata upornik in kondenzator membrane v nadomestnem 
električnem vezju (slika 6), 𝜔 predstavlja kotno frekvenco sinusne vpete napetosti. Tok 
skozi upornik (𝐼𝑟) je v fazi s sinusom vpete napetosti. Tok skozi kondenzator (𝐼𝑐) je v 90° 
faznem zamiku glede na sinusno vpeto napetost (enačba 1). Signal iz celice, ki pride v 
fazno občutljivi ojačevalnik (SWAM IIc) je torej seštevek obeh tokov (𝐼𝑟 𝑖𝑛 𝐼𝑐). SWAM 
IIc dovedeni signal izmeri kot kompleksno admitanco, ki nosi informacijo o spremembi 
amplitude in faze 𝐼𝑡. Njegovo vrednost fazno občutljivi ojačevalnik razklopi na realno 
komponento (𝑌𝑅𝑒), informacija o 𝐼𝑟 in imaginarno ( 𝑌𝐼𝑚), informacija o 𝐼𝑐. Filtrirane 
vrednosti 𝑌𝐼𝑚 𝑖𝑛 𝑌𝑅𝑒 ter izmerjen enosmerni tok na membrani ( 𝐼𝑑𝑐) in vrednost vpete 
napetosti na pipeti (𝑉𝑝) se iz analognih signalov z analogno/digitalnim pretvornikov 
vnašajo v računalniški program CELL, ki še s podatkom o ocenjeni vednosti 𝐸𝑟𝑒𝑣, sproti 
računa vrednosti za 𝐺𝑎 (1/𝑅𝑎), 𝐺𝑚(1/𝑅𝑚) (slika 6 in slika 12) in 𝐶𝑚 po enačbah 
objavljenih v (Lindau in Neher, 1988). 
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3.3.6 Postavitev eksperimentalne opreme in koraki do pridobitve snemalne 
konfiguracije cele celice za ne kompenzirane meritve kapacitivnosti membran 
 
Krovno stekelce z nasajenimi celicami smo postavili v stojalo z vdolbino. Vanjo smo 
nalili 1 ml ECS. Stojalo s celicami smo položili na delovno mizico invertnega 
mikroskopa. Na stojalo smo pritrdili referenčno elektrodo (Ag/AgCl) in sicer tako, da je 
bila v popolnem kontaktu z ECS in priključena na sondo oziroma predojačevalnik. Ta je 
bil pritrjen na stojalo, ki smo ga opravljali z mikromanipulatorjem (Eppendorf injectman). 
V sondo smo vstavili, poleg referenčne elektrode, še mikropipeto z merilno elektrodo 
(Ag/AgCl). Mikropipeto smo predhodno napolnili z ICS (slika 10). 
 
 
   
 
 
Slika 10: Delovna mizica invertnega mikroskopa med snemanjem kapacitivnosti membrane 
astrocitov. 
 
Pomembno je bilo, da napolnjena mikropipeta ni vsebovala zračnih mehurčkov, ki bi 
motili signal. Sonda je bila priklopljena v SWAM IIc iz katerega izhajajo 4 signali (𝑉𝑝, 
𝐼𝑑𝑐, 𝑌𝑖𝑚 in 𝑌𝑟𝑒). Vsi signali so se filtrirali na nizkopasovnem filtru, ki je bil nastavljen na 
10 Hz. Signala 𝑉𝑝 in 𝐼𝑑𝑐 sta bila poslana direktno iz SWAM IIc na digitalni osciloskop in 
nato na nizkopasovni filter. Na drugi osciloskop sta bila poslana filtrirana signala 𝑌𝑖𝑚 in 
𝑌𝑟𝑒 (slika 11 in 12).Vsi štirje filtrirani signali so bili poslani na analogno digitalni 
pretvornik. Digitalizirani signali celice pa zajeti v računalniški program CELL. Program 
je sproti računal parametre 𝐺𝑎, 𝐺𝑚 𝑖𝑛  𝐶𝑚 (slika 11 in 12). Signal smo zajemali na 50 ms. 
Posamezno celico smo snemali približno 800 s. Najpogostejši razlog za predčasno 
zaključitev snemanja, je bilo slabšanje kvalitete tesnega pečata. Kvaliteto tesnega pečata 
smo spremljali preko   parametra 𝐺𝑎. 
SONDA 
NOSILEC ZA ELEKTRODO 
IN MIKROPIPETO 
CEVKA ZA 
PODTLAK 
MIKROPIPETA 
CELICE NA KROVNIKU 
IN STOJALO ZA CELICE  
REFERENČNA 
ELEKTRODA 
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Slika 11: Fotografija eksperimentalne opreme med merjenjem ne-kompenziranih meritev 
membranske kapacitivnosti. Na fotografiji je s številkami označena oprema, potrebna za opravljanje 
meritev membranske kapacitivnosti z metodo vpete napetosti krpice membrane v konfiguraciji cele celice: 
1. fazno občutljivi ojačevalnik (SWAM IIc; Celica Ljubljana); 2. nizko pasovni filtri; 3. digitalna 
osciloskopa; 4. kontaktna plošča analogno digitalnega pretvornika, 5. mikromanipulator za vodenje 
mikropipete do celice; 6. sonda oziroma predojačevalnik; 7. invertni mikroskop; 9. vibracijsko izolirana 
miza; 8. računalnik s programsko opremo CELL za računanje 𝐺𝑎 , 𝐺𝑚 𝑖𝑛  𝐶𝑚. Oprema označena s številkami 
5.,6.,7. in 9. je postavljena v Faradejevo kletko za izolacijo pred neželenim šumom.  
 
 
 
 
 
Slika 12: Shematski prikaz eksperimentalne postavitve in signalov pri snemanju membranske 
kapacitivnosti. Eksperimentalna postavitev opreme je enaka kot na sliki 11. Prirejeno po Rituper in sod., 
2013.  
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Po končanih prvih pripravah smo pod mikroskopom izbrali majhno celico z majhnimi 
izrastki, ki ni bila v stiku z drugimi in jo postavili na sredino vidnega polja. Za 
vzpostavitev snemalne konfiguracije cele celice smo najprej nastavili vijaka na SWAM 
IIc na GATE in na TR nastavitev. Nato smo z mikromanipulatorjem mikropipeto potopili 
v ECS. Nato smo padec napetosti, ki je nastal zaradi razlike v ionski sestavi med ECS in 
ICS (ang. junction potential) odšteli. S nastavitvijo TR in sočasnim pritiskom na gumb 
RESET ter obračanjem gumba OFFSET mV smo odšteli vrednost padca napetosti na 
mikropipeti (ang. junction potential) iz sistema. Na ekranu LCD na SWAM IIc smo dobili 
izpis 0 mV. Naslednji korak je bil vzpostavitev tesnega pečata z izbrano celico. Z uporabo 
mikromanipolatorja in opazovanjem pod mikroskopom smo mikropipeto približali 
izbrani celici. Po dotiku konice pipete z membrano celice, smo vzpostavili tesen pečat z 
GΩ upornostjo tako, da smo s cevko, ki je bila pritrjeni na bok mikropipete (slika 10), 
vzpostavili rahel podtlak. Po vzpostavitvi GΩ pečata (snemalna konfiguracija pritrjene 
celice) smo na SWAM IIc prestavili iz nastavitve TR na nastavitev VC in nastavili 
napetost na pipeti na -70mV. Nato smo z obračanjem gumba 𝐶𝑓𝑎𝑠𝑡 in µs na SWAM IIc 
izničili streseno kapacitivnost na pipeti (ang. stray capacitance). Po vzpostavitvi GΩ 
pečata in kompenzaciji z gumbom 𝐶𝑓𝑎𝑠𝑡, smo izključili stimulacijo s stopničasto 
spremembo napetosti (GATE) in jo prestavili v nastavitev ME. Ta nastavitev na celico 
pošilja sinusno napetost. V programu CELL smo nato vključili zajemanje podatkov 
(acquisition) in začeli s snemanjem celice. Takoj po začetku snemanja smo nadaljevali iz 
snemalne konfiguracije pritrjene celice v snemalno konfiguracijo cele celice in začeli z 
beleženjem 𝐺𝑎, 𝐺𝑚 in 𝐶𝑚. Za prehod v konfiguracijo cele celice smo skozi cevko s 
kratkim, a močnejšem sunkom podtlaka pretrgali plazmalemo, ki jo je obdajala 
mikropipeta (slika 10). Pri tem je vsebina mikropipete prišla v neposreden stik z 
znotrajceličnim prostorom. Uspešen prehod v konfiguracijo cele celice smo videli v 
programu CELL, kot poskok v vrednostih 𝐺𝑎 in 𝐶𝑚. Vrednost 𝐺𝑎 pri uspešnem in 
kvalitetnem prehodu je poskočila iz 0 nS na konstantno vrednost, ki je bila v povprečju 
100 nS. Bolj kot je bil neoviran prehod (uspešnejša odstranitev delčka membrane celice), 
večja in bolj konstantna je bila vrednost 𝐺𝑎. Raztopine, ki smo jih uporabljali med 
poskusi, smo dodali zmeraj po stabilizaciji  parametrov 𝐺𝑎 in 𝐶𝑚.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zelič Ivanovska V. Vpliv noradrenalina na spremembe kapacitivnosti membrane astrocitov. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
26 
3.3.7 Analiza signalov 
 
Posnete signale celic smo izvozili v program Beležnica (Notebook) in nato v datoteke 
Excel, kjer smo opravili nadaljnjo analizo in statistiko. Nekaj posnetkov smo pred analizo 
obdelali s programom Sigmaplot, da smo zmanjšali količino podatkov iz prvotnih 200 Hz 
na kasneje izbranih 20 Hz. Manjša frekvenca zajemanja podatkov je pospešila analizo, 
pri tem pa kvaliteta posnetkov ni bila bistveno zmanjšana. Za analizo rezultatov smo 
izbrali celice z začetno vrednostjo 𝐶𝑚 do 200 pF in konstantnim 𝐺𝑎 z vrednostmi nad 40 
nS. Ostalih posnetkov pri analizi nismo upoštevali. Celice, katerih krivulja 𝐶𝑚 in 𝐺𝑎 je 
bila preslikana preko osi X, smo prav tako izločili. Vrednosti vseh 𝐶𝑚 smo poravnali tako, 
da so bili časi dodatka raztopine poravnani na vrednosti 0 sekund na osi X (t). Posnetke 
smo analizirali 100 s pred dodatkom in 200 s po dodatku raztopine za stimulacijo ali 
kontrolo. Interval 200 s po dodatku se je izkazal za optimalni časovni interval za analizo, 
saj je imela večina snemanih celic v tem intervalu še vedno stabilen pečat. Vsaki celici 
smo določili vrednosti začetne kapacitivnosti in jo poimenovali  𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡. Ta predstavlja 
povprečno vrednost zabeleženih vrednosti 𝐶𝑚, iz vsaj minutnega intervala, v območju 
pred dodatkom raztopine. Nato smo izračunali normalizirane povprečne vrednosti 
kapacitivnosti. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti ± standardna napaka. Pri 
statistični analizi smo uporabili parni t-test. Za statistično značilne rezultate smo označili, 
ko je bila njihova vrednost p < 0,05. Pred uporabo parnega t-testa smo s testom Shapiro-
Wilk v programu SigmaPlot potrdili, da so velikosti začetnih kapacitivnosti pri 
analiziranih celicah porazdeljene normalno.  
 
 
3.3.8 Načrt poskusa 
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4 REZULTATI 
 
Noradrenalin je pomembna signalna molekula, ki sodeluje v različnih fizioloških in 
patofizioloških procesih. V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti ali njegova hkratna 
aktivacija α-AR in β-AR na plazmalemi podganjega astrocita sproži eksocitozo. 
Dinamične procese ekso- in endocitoze, ki se odražajo kot spremembe v velikosti 
površine plazmaleme, smo spremljali z meritvami parametra 𝐶𝑚. Spremembe 𝐶𝑚 po 
draženju so rezultat povečanja oziroma zmanjšanja površine plazmaleme zaradi 
dodajanja (eksocitoza) ali odvzemanja (endocitoza) dela membrane plazmaleme (Neher 
in Marty, 1982). Makroskopske meritve kapacitivnosti  na membrani astrocitov smo 
opravljali na celicah v kulturi, ki so bile izolirane iz možganske skorje 2 do 3 dni starih 
podgan. Na spodnji sliki (sliki 13) je fotografija pogleda skozi objektiv invertnega 
mikroskopa med uporabo metode vpete napetosti v konfiguraciji cele celice na 
podganjem astrocitu.  
 
 
 
 
Slika 13: Fotografija skozi objektiv invertnega mikroskopa med snemanjem makroskopskih meritev 
kapacitivnosti v snemalni konfiguraciji cele celice. Na fotografiji je vidna celica astrocita na sredini in 
mikropipeta desno. 
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Poleg noradrenalina (200 μM) smo uporabili še dve kontrolni raztopini. Za pozitivno 
kontrolo smo uporabili 1 mM ATP, ki je služila za potrditev, da dvig [𝐶𝑎2+]𝑖 povzroči 
eksocitozo in posledično spremembo v parametru 𝐶𝑚. Astrocitom v negativni kontrolni 
skupini smo dodali enak volumen (100 μL)  ECS kot pri ostalih poskusih. Sledijo slike 
grafov reprezentativnih posnetekov 𝐶𝑚 in 𝐺𝑎 parametra za posamezni astrocit pri 
posameznem sklopu poskusov (ECS, ATP ter noradrenalin) (slike 14A/B, 15A/B in 
16A/B) ter grafi normiranih povprečji 𝐶𝑚 za vsak sklop poskusov (slike 14C, 15C in 
16C).  
 
 
 
4.1 NEGATIVNA KOTROLA - ECS 
 
Snemanje celice smo začeli po vzpostavitvi snemalne konfiguraciji pritrjene celice in 
takoj nadaljevali v konfiguraciji cele celice. Po vzpostavitvi konstantnih vrednosti 𝐶𝑚 in 
𝐺𝑎 (slika 14 A in B), smo na krovnik dodali 100 μL ECS (300 ± 10 mOsm) in nadaljevali 
snemanje. Na spodnji sliki (slika 14A in B) je prikazan reprezentativni posnetek astrocita 
iz negativne kontrole. Prikazana sta 𝐶𝑚 (slika 14A) in 𝐺𝑎 (slika 14B) parametra. Med 
snemanjem smo spremljali 𝐺𝑎 parameter, ki je služi za nadzor kakovosti posnetka. Na 
sliki 14C  so prikazane še normirane povprečne vrednosti 𝐶𝑚 vseh posnetih kontrolnih 
celic (n=15). Dobljeni rezultati se skladajo s pričakovanimi. Vrednost 𝐶𝑚 parametra 200 
s po dodanem ECS namreč ni bila statistično značilno različna od začetne kapacitivnosti 
(𝐶𝑚𝑟𝑒𝑠𝑡)  (slika 14C). Rahlo povišanje 𝐶𝑚 smo pripisali znotrajcelični raztopini (ICS) v 
mikropipeti, ki je vsebovala 100 nM kalcij, kar bi lahko predstavljalo rahlo povišanje 
[𝐶𝑎2+]𝑖 v primerjavi z mirovno znotrajcelično koncentracijo kalcija v astrocitih. 
Povprečna vrednost 𝐶𝑚𝑟𝑒𝑠𝑡  astrocitov iz negativne kontrole je bila 115,1 pF ± 17,3 pF 
(n=15).  
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nadaljevanje slike 14: Negativna kontrola (ECS) 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 14: Negativna kontrola (ECS).  
A) in B) prikazujeta reprezentativni posnetek 𝐶𝑚 (A) in 𝐺𝑎(B) parametra astrocita. Na obeh grafih je skrajno 
levo viden skokovit porast v vrednosti 𝐶𝑚 (A) in 𝐺𝑎(B) parametra, ki je posledica prehoda iz snemalne 
konfiguracije pritrjene celice v konfiguracijo cele celice. Vrednost 𝐶𝑚 (A) se kmalu po prehodu v snemalno 
konfiguracijo cele celice umiri na konstantno vrednost, ki je 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡 za to celico. Vrednost 𝐶𝑚 (A) se po 
dodatku ECS ne spremeni do konca snemanja. Vrednost Ga (B) je po predrtju membrane ter do konca 
posnetka konstantna in primerne velikost, kar nakazuje na kvaliteten pečat in primerno izračunano oceno 
𝐶𝑚 za posneto celico. Ob dodatku ECS (t = 0 s) se je dozirna pipeta dotaknila eksperimentalne opreme. 
Šum se je zabeležil v programu CELL, kot rahel dvig in nato stopničast padec pri vrednostih 𝐶𝑚 (A)  in 
Ga (B). Po odmiku pipete se obe vrednost povrneta na začetni vrednosti. C) prikazana je časovno odvisna 
sprememba normiranih vrednosti 𝐶𝑚 vseh celic (n=15) iz negativne kontrolne skupine. Na grafu C vidimo, 
da 𝐶𝑚 po dodatku ECS rahlo naraste v primerjavi s 𝐶𝑚  pred dodatkom. Rahel porast  𝐶𝑚 ni statistično 
značilno različen in smo ga pripisali kalciju (100nM) v ICS v mikropipeti. S črnimi pikami so označene 
normirane povprečne vrednosti 𝐶𝑚 v določenem časovnem intervalu snemanja. Z daljicami so označene 
standardne napake. 
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4.2 POZITIVNA KONTROLA - ATP 
 
Na podlagi pretekle raziskave (Pangršič in sod., 2006) smo se odločili za uporabo 1 mM 
ATP za pozitivno kontrolo. V omenjeni raziskavi so ugotovili, da 1 mM koncentracija 
ATP aktivira purinergične receptorje na plazmalemi astrocitov in povzroči zadosten dvig 
[𝐶𝑎2+]𝑖, da se sproži eksocitoza. Ponovno smo prikazali naprej reprezentativni posnetek 
astrocita, 𝐶𝑚 in 𝐺𝑎 parameter, za ta sklop poskusov (Slika 15A/B). Na sliki 15C pa so 
prikazani rezultati normiranih povprečji 𝐶𝑚 vseh celic (n=17) draženih z ATP. Rezultati 
kažejo, da se je vrednost  𝐶𝑚 200 s po dodatku ATP povečala za 9,7 % ± 3,5 % glede na 
vrednost  𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡 (slika 15A). Vrednost 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡= 69,1 pF ± 8,6 pF. S povečano vrednostjo 
𝐶𝑚, po dodanem ATP, se je odzvalo 14 od vseh 17 posnetih celic.  
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nadaljevanje slike 15: Pozitivna kontrola (ATP) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 15: Pozitivna kontrola (ATP).  
A) in B) prikaz časovno odvisnega poteka sprememb v 𝐶𝑚  in 𝐺𝑎 parametru astrocita iz pozitivnih kontrol 
(ATP). Skrajno levo je na obeh grafih viden skokovit porast vrednosti 𝐶𝑚 (A) in 𝐺𝑎(B), ki je posledica 
prehoda iz snemalne konfiguracije pritrjene celice v konfiguracijo cele celice. Vrednost 𝐶𝑚 (A) se nato 
umiri na konstantno vrednost, ki je 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡 za to celico. Vrednost 𝐶𝑚 se po dodatku 1 mM ATP začne 
dvigovati in pri 500 s doseže plato. Na grafu B je poleg prehoda v konfiguracijo cele celice viden tudi 
manjši artefakt zaradi dozirne pipete ob času 0 s. Vrednost 𝐺𝑎 se po dodatku ATP rahlo dvigne. Dvig 
vrednosti 𝐺𝑎 parametra je najverjetneje zaradi izboljšanega prehoda med lumnom pipete in vsebino celice, 
ki je lahko posledica rahlega premika astrocita in/ali mikropipete, ob dodajanju ATP. C) prikazana je 
časovno odvisna sprememba normiranih vrednosti 𝐶𝑚 vseh celic (n=17) draženih z 1 mM ATP. Ob času 
200 s po dodanem ATP se je kapacitivnost povečala za 9,7 % ± 3,5 %. S črnimi pikami so označene 
normirane povprečne vrednosti 𝐶𝑚 v določenem časovnem intervalu snemanja. Z daljicami so označene 
standardne napake. Z * so označene statistično značilne vrednosti 𝐶𝑚, ki se razlikujejo od 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡. Njihova 
vrednost *p < 0,02.  
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4.3 NORADRENALIN  
 
Analizirali smo posnetke 15 celic, ki smo jim dodali noradrenalin do končne 
koncentracije 200 μM. Na spodnji sliki (slika 16A in B) sta prikazana reprezentativna 
posnetka 𝐶𝑚 in 𝐺𝑎 parametra astrocita pri poskusih z noradrenalinom. Nato pa sledi 
prikaz časovno odvisne spremembe normiranih povprečnih vrednosti 𝐶𝑚 vseh posnetih 
celic draženih z noradrenalinom (n=15) (slika 16C). Povprečna začetna vrednost 
kapacitivnosti 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡= 66,6 pF ± 10,2 pF pri celicah draženih z noradrenalinom. Po 
dodanem noradrenalinu se je po 200 s 𝐶𝑚 povečala za 25,2 % ± 10,5 %. S povečano 
vrednostjo 𝐶𝑚 po dodanem noradrenalinu se je odzvalo 12 od 15 posnetih celic.  
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nadaljevanje slike 16: Noradrenalin 
 
 
 
 
 
Slika 16: Noradrenalin.  
A) in B) prikazujeta časovno odvisni potek sprememb v parametru 𝐶𝑚  in 𝐺𝑎 astrocita po draženju z 200 
μM noradrenalinom. Na A in B ponovno viden, skrajno levo, prehod iz snemalne konfiguracijo pritrjene 
celice v konfiguracijo cele celice. Na grafu A je ob času 400 s viden plato v vrednosti 𝐶𝑚, saj je celica 
vzpostavila ravnovesje med ekso/endocitozo. Vrednost 𝐺𝑎 (B) je ves čas snemanja konstantna in primerne 
velikost, kar nakazuje na kvaliteten pečat in primerno izračunano oceno 𝐶𝑚 za posneto celico.  
C) prikazana je časovno odvisna sprememba normiranih vrednosti 𝐶𝑚 vseh celic (n=15) draženih z 
noradrenalinom (200 μM). Ob času 200 s po dodanem noradrenalinu se je kapacitivnost povečala za 25,2 
% ± 10,5 % . S črnimi pikami so označene normirane povprečne vrednosti 𝐶𝑚 v določenem časovnem 
intervalu snemanja. Z daljicami so označene standardne napake. Z * so označene vrednosti 𝐶𝑚, ki se 
statistično značilno razlikujejo od 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡. Vrednost *p < 0,03.  
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5 RAZPRAVA 
 
Astrociti opravljajo številne naloge, ki omogočajo homeostazo v CŽS. Vzdržujejo ionsko 
ravnovesje, odstranjujejo nevrotransmiterje iz sinaptične špranje ter metabolno podpirajo 
nevrone. Pravilno delovanje astrocitov je ključnega pomena za pravilno delovanje 
celotnega CŽS (Parpura in sod., 2012; Verkhratsky in Nedergaard, 2018). Med nevroni 
in astrociti poteka vzajemna komunikacija preko nevro/glijatransmiterjev in sekundarnih 
sporočevalnih molekul kot sta 𝐶𝑎2+in cAMP (Vardjan in Zorec, 2015). Pomembni 
nevrotransmiter CŽS je noradrenalin, ki ga sproščajo nevroni  LC. Novejši raziskavi sta 
pokazali, da so astrociti najverjetneje njegova primarna tarča v CŽS (Ding in sod., 2013; 
Paukert in sod., 2014). Aktivacija nevronov LC in sproščanje noradrenalina v splošnem 
povzroči povečano pozornost, vzburjenje ter zbujenost organizma (O’Donnell in sod., 
2012). Na ravni posameznega astrocita pa povzroči fazično povečanje [𝐶𝑎2+]𝑖 (aktivacija 
α1-AR) in tonično zvišanje [cAMP]𝑖 (aktivacija β-AR) (Horvat in sod., 2016). 
Noradrenergično draženje ter zagon obeh signalnih poti, vodi v različne celične odzive 
kot so: sprememba morfologije (Vardjan in sod., 2014) in metabolizma (Hertz in sod., 
2014)  ter privzem in sproščanje glijatransmiterjev (Zorec in sod., 2017).  
 
Vardjan in sod. (2016) so ugotovili, da noradrenalin ščiti astrocite pred s hipotonično 
raztopino izzvanim otekanjem. V raziskavi so simulirali razmere citotoksičnega edema s 
hipotonično raztopino in ugotovili, da so podganji astrociti in vivo in in vitro, po draženju 
z noradrenalinom, manj otekali. Noradrenalin se je pokazal kot potencialno zdravilo za 
citotoksičen edem. Ključno vlogo pri preprečevanju otekanja astrocitov oziroma indukciji 
njihovega krčenja, pa ima aktivacija β-AR/cAMP signalne poti (Vardjan in sod., 2014, 
2016). Celoten mehanizem otekanja in krčenja astrocitov še ni v celoti pojasnjen. Znano 
je, da sta v procesa vključeni 𝐶𝑎2+ (hipotonično otekanje) in cAMP (stelacija) signalni 
poti (Pangršič in sod., 2006; Vardjan in sod., 2014). Poznavanje delovanja obeh signalnih 
poti ter njuno sodelovanje, je pomembno za uvedbo noradrenalina v zdravljeneje 
citotoksičnega edema.  
 
Različne raziskave so z uporabo biokemijskih metod in mikroskopskih tehnik razčlenile 
časovno dinamiko 𝐶𝑎2+ in cAMP signalne poti po hkratni in selektivni aktivaciji njunih 
adrenergičnih receptorjev na ravni posamezne celice (Horvat in sod., 2016; Vardjan in 
sod., 2014, 2016). Rezultati magistrske naloge so pripomogli k boljšemu razumevanju 
dogajanja na površini plazamleme podganjega astrocita po noradrenrgični aktivaciji 𝐶𝑎2+ 
in cAMP signalne poti.   
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5.1 DRAŽENJE Z NORADRENALINOM 
 
Z metodo vpete napetosti na krpici membrane v snemalni konfiguraciji cele celice smo 
spremljali kapacitivnost membrane podganjega astrocita po draženju z 200 μM 
noradrenalinom. Vrednost 𝐶𝑚 se je 200 s po dodanem noradrenalinu povečala za 25,2 % 
± 10,5 % (slika 16C) v primerjavi s 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡.  Povprečna vrednost 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡  je bila 66,6 pF 
± 10,5 pF. Povečano vrednost 𝐶𝑚 po draženju z noradrenalinom smo zabeležili pri 80 % 
posnetih celic (12 od 15). Kapacitivnost celične membrane je premosorazmerna z njeno 
površino, zato smo večanje 𝐶𝑚 parametra pripisali večanju celične površine, zaradi 
dodajanja membrane sekretornih veziklov (eskocitoza) (Neher in Marty, 1982). Naši 
rezultati neposredno kažejo, da sočasna noradrenergična aktivacija α1-AR in β-AR na 
membrani gojenih kortikalnih podganjih astrocitih povzroči neto več zlitih mešičkov s 
plazmalemo (eksocitoza) kot odvzetih iz plazmaleme (endocitoza). Ocenili smo, da je 
približna ocena neto števila veziklov, ki se jih je zlilo s plazmalemo po stimulaciji z 
noradrenalinom 16 719. Privzeli smo, da je premer povprečnega astrocitnega vezikla 200 
nm (Guček in sod., 2016) in specifična kapacitivnost membrane 0,008 pF/μm2. Aktivacija 
α1-AR omogoči povečanje[𝐶𝑎
2+]𝑖, ki je znan prožilec eksocitoze pri astorcitih (Zorec in 
sod., 2012). β-AR aktivacija pa povzroči zvišanje [cAMP]𝑖. Njegova vloga v eksocitozi 
pri astrocitih je manj raziskana (Zorec in sod., 2012). Povečanje [𝐶𝑎2+]𝑖 je najverjetneje 
potekalo preko aktivacije PLC, ki hidrolizira PIP2 do DAG in IP3. Slednji se veže na IP3R 
na ER ter omogoči vdor 𝐶𝑎2+ v citoplazmo. Pri povečanem izločanju 𝐶𝑎2+ iz 
znotrajceličnih zalog je lahko pripomogla tudi povečana prepustnost skozi rianodinske 
kanale (RyR) (Horvat in sod., 2016). Astrociti imajo različne vrste sekretornih veziklov, 
ki vsebujejo glijatransmiterje (Guček in sod., 2012). Med dobro poznanima 
glijatransmiterjema, ki se izločata z mehanizmom od 𝐶𝑎2+ odvisne eksocitoze sta 
glutamat in ATP (Vardjan in Zorec, 2015). Število odkritih glijatransmiterjev, ki se 
izločajo z omenjenim mehanizmom, se povečuje (Verkhratsky in sod., 2016). Povečano 
izločanje sekretogranina II iz petidergičnih veziklov, atrijskega natriuretičnega peptida 
(ANP) ter ATP iz poznih lizosomov so povezali s povišanjem [𝑐𝐴𝑀𝑃]𝑖 ter s procesom 
eksocitoze (Zorec in sod., 2012). Trenutno ni znano ali je povečana koncentracija 
[𝑐𝐴𝑀𝑃]𝑖 dražljaj, ki omogoči fuzijo novih sekretornih veziklov ali samo modulira 
odprtost in velikost fuzijske pore (podaljša čas odprtosti in poveča velikost) že predhodno 
vsidranih veziklov, kot so že opazili pri nevroendokrinih celicah (Calejo in sod., 2013). 
Povečanje  parametra 𝐶𝑚, po draženju z noradrenalinom, je najvrjetneje rezultat 
sodelovanje obeh signalnih poti. Sodelovanje  𝐶𝑎2+ in cAMP signalne poti, zaradi 
sočasne aktivacije GPCR, je bilo potrjeno že v drugih vrstah celic (Ahuja in sod., 2014). 
Signalni poti v astrocitih bi lahko sodelovali preko različnih mehanizmov. Pri drugih 
vrstah celic so ugotovili, da je 𝐶𝑎2+  vplival na znotrajcelično koncentracijo cAMP preko 
nadzorovanja aktivnosti AC. cAMP/PKA signalna pot pa lahko vpliva na koncentracijo 
[Ca]𝑖 preko fosforilacije 𝐼𝑃3𝑅 in RyR, kar poveča izhod  𝐶𝑎
2+ iz ER v citoplazmo. Možna 
je tudi fosforilacija  𝑁𝑎+/𝐶𝑎2+ ionskega izmenjevalca, 𝐶𝑎2+ ATP ionske črpalke ter 
𝐶𝑎2+ ionska kanala (napetostno odvisni ter TRP) (Ahuja in sod., 2013). Kljub temu, da 
je v teoriji lahko noradrenergično izzvana eksocitoza potekala samo zaradi aktivacije α1-
AR, je bilo najverjetneje potrebno sodelovanje obeh poti.  
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 5.2 DRAŽENJE Z ATP 
 
Astrociti imajo na svoji plazmalemi poleg adrenergičnih tudi purinergične receptorje. 
Med aktivatorje purinergičnih receptorjev spada ATP, ki je pomembna zunajcelična 
signalna molekula v CŽS. Raziskave so pokazale, da draženje astrocitov z ATP, aktivira 
izločanje glijatransmiterjev kot sta glutamat in ATP (Verkhrasky in sod., 2009). V 
magistrski nalogi smo astrocite dražili z 1 mM koncentracijo ATP. Vezava na receptorje 
P2 je povzročila zadostno povečanje [Ca2+]𝑖, kar je okrepilo proces eksocitoze v 
primerjavi z endocitozo. Parameter 𝐶𝑚 se je 200s po dodatku ATP povečal za 9,7 % ± 
3,5 % glede na 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡 (slika 15C). Povprečna vrednost 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡 = 69,1 pF ± 8,6 pF. 
Posnete celice so se odzvale na ATP z eksocitozo v 82 % (14 od 17). Naši rezultati se 
ujemajo s predhodno raziskavo, kjer so uporabili enako metodo in celice (Pangršič in 
sod., 2006). Njihovi rezultati kažejo, da je 1 mM ATP povzročil 3,5 % ± 1,1 % zvečanje 
𝐶𝑚 parametra pri več kot 50 % celicah.  
 
 
5.3 DRAŽENJE Z ECS 
 
Astrocitom iz kontrolne skupine smo dodajali ECS. Do rahlega povišanje 𝐶𝑚 v kontrolni 
skupini (slika 14C) je najvrjetneje prišlo zaradi uporabe ICS z 100 nM 𝐶𝑎2+, ki je bil za 
nekatere celice dovoljšni signal za aktivacijo eksocitoze. Povišanje 𝐶𝑚 ni statistično 
značilno različno od 𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡, kot je pri uporabi ATP in noradrenalina. 
 
 
5.4 RAZLIKE V POVIŠANJU EKSOCITOZE PRI ASTROCITIH IZZVANIH Z ATP 
ALI NORADRENALINOM 
 
Procent zvišanja 𝐶𝑚 po dodatku noradrenalina in ATP se razlikuje. Pri celicah draženih 
z noradrenalinom je procent povečanja 𝐶𝑚 večji kot pri ATP (25,2 % ± 10,5 % proti 9,7 
% ± 3,5 %). Večji  𝐶𝑚 odziv v primeru draženja z noradrenalinom bi lahko bila posledica 
sinergističnega delovanja 𝐶𝑎2+ in cAMP signalne (Ahuja in sod., 2014; Horvat in sod., 
2016). Predhodna raziskava o časovni dinamiki 𝐶𝑎2+ in cAMP signalne poti na ravni 
posameznega astrocita je pokazala, da sočasna aktivacija 𝐺𝑞 (PLC/𝐶𝑎
2+) in 𝐺𝑠 
(cAMP/PKA) z noradrenalinom, bolj potencira celični odziv, ki se kaže v večjem zvišanju 
[𝐶𝑎2+]𝑖 in [𝑐𝐴𝑀𝑃]𝑖, kot pri selektivni aktivaciji 𝐺𝑞 oziroma 𝐺𝑠 (Horvat in sod., 2016). V 
magistrski nalogi smo celice dražili z 1 mM ATP, kar je relativno visoka koncentracija, 
in zato je najverjetneje večji del porasta [𝐶𝑎2+]𝑖 zaradi aktivacije P2Y, ki je karakteriziran 
kot 𝐺𝑞 (Verkhrasky in sod., 2009). Poleg sinergističnega vpliva v primeru sočasne 
aktivacije 𝐺𝑞 in 𝐺𝑠 je treba pomisliti, da je na različno povečan 𝐶𝑚, lahko vpilivala 
različna dinamika endocitoze. Raziskave o mobilnosti sekretornih veziklov so razkrile, 
da imajo astrociti vsaj dva različna načina uravnavanja dostave sekretornih veziklov na 
in iz plazmaleme (Stenovec in sod., 2007; Potokar in sod., 2008). Vezikli, ki vsebujejo 
peptide kot je ANP, se odzovejo na povečano [𝐶𝑎2+]𝑖 z zmanjšano mobilnostjo. 
Zmanjšana mobilnost veziklov poveča možnost interakcije membrane vezikla in 
plazmaleme ter zato poveča verjetnost za eksocitozo. Spremljali so tudi endocitozo in 
ugotovili, da je mobilnost veziklov, ki vsebujejo glutamat vsaj en red velikosti počasnejša 
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kot eksocitoza (Potokar in sod., 2008). Ugotovili so, da povečana [𝐶𝑎2+]𝑖 poveča 
mobilnost veziklov s transporterji za glutamat, kar so povezali s hitro ekso/endocitozno 
potjo (Stenovec in sod., 2007). Povečano izločanje ANP s procesom eksocitoze so že 
povezali s [𝑐𝐴𝑀𝑃]𝑖 (Paco in sod., 2009) in ker je peptid, ki ga povezujejo z 
osmoregularcijo, bi bil lahko primeren kandidat za izločanje po noradrenrgičnem 
draženju. Izločanje glutamata po draženju z ATP so potrdili že v mnogih predhodnih 
raziskavah (Vardjan in Zorec, 2012). Ker so v astrocitih že pokazali, da obstajata vsaj dve 
različni vrst uravnavanja mobilnosti sekretornih veziklov, bi lahko sklepali, da je stopnja 
noradrenergično izzvane eksocitoze enaka, v primerjavi z draženjem z ATP, upočasnjena 
pa je endocitoza. V nadaljnih raziskavah bi bilo ta zaključek potrebno raziskati. To bi 
lahko storili tako, da bi ponovili poskus v prisotnosti inhibitorjev za različne tipe 
endocitoze. Če bi bilo naraščanje Cm enako po draženju z ATP in noradrenalinom, bi to 
potrdilo naš zaključek 
 
 
5.5 KOMENTAR O DVEH CELIČNIH ODZIVIH PO NORADRENERGIČNEM 
DRAŽENJU (AKTIVACIJA EKSOCITOZE IN STELACIJA) V POVEZAVI S 
HIPOTONIČNO RAZTOPINO SPROŽENIM OTEKANJEM  
 
Vardjan in sod. (2014) so pokazali, da draženje z noradrenalinom, adrenalinom ter 
selektivnim agonistom β-AR (isoprenalinom) sproži značilne morfološke spremembe na 
gojenih kortikalnih podganjih astrocitih (stelacija). Pokazali so, da je pri tem procesu 
najpomembnejša aktivacija β-AR ter porast znotrajcelične koncentracije cAMP/PKA. Po 
draženju celic so učinek morfološki sprememb opisali z merjenjem preseka celične 
površine (ang. cross section area) in obsega (perimetra) celice. Iz njihovih meritev je 
razvidno, da se je presek celične površine po draženju z vsemi tremi agonisti zmanjšal, 
obseg celice pa povečal. V kasnejši raziskavi so Vardjan in sod (2016) preučevali učinke 
noradrenergičnega draženja na otekanje astrocitov (simulirali so citotoksičen edem). 
Rezultati so pokazali, da noradrenergično draženje, predvsem preko aktivacije β-
AR/cAMP/PKA poti, vodi v krčenje astrocita ter manjše otekanje astrocitov in nevronov. 
Povečan obseg astrocitov so v obeh raziskavah pojasnili kot invaginacijo  plazmaleme, 
zaradi reorganizacije citoskeleta, ki potegne dele membrane proti jedru celice. 
Hipoosmotsko otekanje gojenih podganijh astrocitov so v več raziskavah (Basarsky, 
1996; Pangršič in sod., 2006) povezali z razvitjem plazmaleme in ne z večanjem celične 
površine zaradi ekosocitoze, kljub zaznavnem prehodnem povečanju [𝐶𝑎]𝑖. Vardjan in 
sod. (2016) so učinek noradrenalina, na zmanjšanje otekanja astrocitov izzvanih s 
hipotonično raztopino, povezali z zmanjšanjem 𝐶𝑎2+ vzdražnosti preko cAMP/PKA poti. 
Pri drugih vrastah celic so pokazali, da lahko PKA preko fosforilacije zmanjša 
prepustnost TRPV4 (ang. »transient receptor potential cation channel subfamily V 
member 4«) in tako zmanjša tok 𝐶𝑎2+iz ZCP v citoplazmo (Tong in sod., 2013). To je le 
eden od možnih mehanizmov, kako bi lahko noradrenergično aktivirana cAMP/PKA pot 
vplivali na uravnavanje [𝐶𝑎2+]𝑖, ki ga sproži hipotonično izzvano otekanje.  
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Rezultati magistrske naloge v povezavi z rezultati Vardjan in sod (2014 in 2016) so 
zanimivi. Draženje z noradrenalinom ima učinek na manjšanje preseka celične površine, 
krčenje celice ter hkratno rast celične površine zaradi aktivacije eksocitoze, ki smo jo 
zmerili. Slednje je skladno s tem, da se pri manjšanju preseka celične površine  veča obseg 
celic zaradi bolj razvejane površine. Pri tem se lahko dodaja nova membrana v procesu 
eksocitoze. Sherpa in sod. (2016) so spremljali vpliv na spremembo morfologije 
izrastkov, ki so bolj oddaljeni od some astrocita. Razlika med bolj distalnimi in 
proksimalnimi izrastki astrocitov je v tem, da distalni niso GFAP pozitivni. Izrastki brez 
intermediarnih filamentov (GFAP) so zelo tanki ter prosojni in težko zaznani z optično 
mikroskopijo. Vardjan in sod. (2014) so v svoji raziskavi analizirali rezultate GFAP 
pozitivnih (proksimalnih) izrastkov in some astrocitov. Ocenjeno je, da predstavljajo 
GFAP negativni izrastki kar 85% celotnega celičnega volumna (Kosaka in Hama, 1986). 
Sherpa in sod. (2016) so v raziskavi ugotovil, da se po  aktivaciji β-AR celoten volumen 
astrocita poveča, kot tudi površina membrane zaradi podaljšanja distalnih izrastkov. 
Soma astrocita pa se skrči, zaradi prerazporeditve citoplazme v distalne izrastke. Tako so 
rezultati raziskav Vardjan in sod (2014) ter Sherpa in sod. (2016) skladni z našimi 
rezultati. Pri tem moramo tudi upoštevati, da je porast [𝐶𝑎2+]𝑖 in [𝑐𝐴𝑀𝑃]𝑖 po 
noradrenergični aktivaciji zelo hiter (≈10 s) (Horvat in sod., 2018). Rezultati magistrske 
naloge kažejo, da se proces eksocitoze aktivira hitro in je viden že po 1 minuti  (slika 
16A). Morfološke spremembe po aktivaciji β-AR pa so vidne šele po 15 do 30 minutah 
(Vardjan in sod., 2014). Raziskava na živi miši je pokazala, da noradrenergično 
signaliziranje okrepi odzivnost astrocitov na kasnejše dražljaje (Paukert in sod., 2014). 
Verjetno je, da pride po noradrenergičnem signalu v začetni fazi do reorganizacije 
plazmaleme. Vgrajevanje in odstranjevanje različnih glijatransmiterjev, transporterjev ter 
receptorjev bi lahko celico pripravilo na optimalnejši odziv na spremenjene razmere.  
 
Potokar in sod. (2013) so preučevali uravnavanje transporta AQP4 vodnih kanalov in 
njihovo pojavnost na plazmalemi v različnih razmerah. Astrocite so izpostavili dbcAMP, 
ki prosto prehaja skozi plazmalemo in jo v citoplazmi nespecifične esteraze razgradijo na 
cAMP. Z imuno-fluorescentno lokalizacijo so ugotovili, da se pojavnost AQP4 na 
plazmalemi poveča po zvišanju [𝑐𝐴𝑀𝑃]𝑖 ter da se mobililnost veziklov z AQP4 zmanjša. 
Iz rezultatov magistrske naloge in rezultatov Potokar in sod. (2013) bi lahko sklepali, da 
lahko noradrenergično draženje vpliva na ekso/endocitozo veziklov z AQP4.  
 
 
Pokazali smo, da noradrenergična aktivacija povzroči neto več eksocitoze kot endocitoze. 
Katera vrsta glijatransmiterjev, transporterjev, receptorjev ali kombinacija več elementov 
se vgrajuje v membrano, ostaja nepojasnjeno. Verjetno je, da draženje z noradrenalinom 
potencira eksocitozo zaradi sinergističnega vpliva  𝐶𝑎2+ in cAMP signalne poti. Odprto 
vprašanje ostaja tudi ali draženje z noradrenalinom pri astrocitih upočasni endocitozo.  
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6 SKLEP 
 
  Draženje z noradrenalinom na površini membran kortikalnih podganjih 
astrocitov aktivira prevladujoči proces eksocitoze. 
 Draženje z ATP podganjih astrocitov aktivira prevladujoči proces eksocitoze. 
 Iz rezultatov lahko posredno sklepamo, da sočasna aktivacija 𝐺𝑞 in 𝐺𝑠 (z 
noradrenalinom) na posameznem astrocitu, sproži eksocitozo v večji meri, kot 
aktivacija le 𝐺𝑠 (P2Y) z ATP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zelič Ivanovska V. Vpliv noradrenalina na spremembe kapacitivnosti membrane astrocitov. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
40 
7 POVZETEK 
 
Astrociti opravljajo številne naloge, ki pripomorejo k vzdrževanju homeostaze CŽS. Med 
nevroni in astrociti poteka neprestana vzajemna komunikacija preko 
nevro/gliatransmiterjev in sekundarnih sporočevalnih molekul, kot sta 𝐶𝑎2+in cAMP 
(Vardjan in Zorec, 2015). Noradrenalin je pomemben nevrotransmiter v CŽS. Primarno 
mesto njegove sinteze poteka v nevronih LC, ki oživčujejo večji del možganov. Astrociti 
so njavrjetneje primarna tarča noradrenergičnega signaliziranja (Ding in sod., 2013; 
Paukert in sod., 2014). Noradrenalin aktivira α1-AR in β-AR, ki so z proteinom G 
sklopljeni receptorji na njihovi plazmalem. Njihova aktivacija povzroči fazično 
povečanje [𝐶𝑎2+]𝑖 (α1-AR) in tonično zvišanje [cAMP]𝑖 (β-AR) (Horvat in sod., 2016). 
Noradrenergično draženje ter zagon obeh signalnih poti, vodi v različne celične odzive 
kot so: sprememba morfologije (stelacija) (Vardjan in sod., 2014) in metabolizma (Hertz 
in sod., 2014) ter privzem in sproščanje gliatransmiterjev (Zorec, 2017).  
 
Vardjan in sod. (2016) so ugotovili, da noradrenalin ščiti astrocite pred s hipotonično 
raztopino izzvanim otekanjem (simulacija citotoksičenega edema). Podganji astrociti (in 
vivo in in vitro) so po draženju z noradrenalinom, manj otekali. Ključno vlogo pri 
preprečevanju otekanja astrocitov oziroma indukciji njihovega krčenja ima aktivacija β-
AR/cAMP signalne poti (Vardjan in sod., 2016; 2014). Preko reorganizacije citoskeleta, 
pride do umika delov plazmaleme proti jedru. Zmanjšanje otekanja astrocitov 
izpostavljenim hipotoničnim pogojem, po dodatku noradrenalina, so povezali z 
zmanjšanjem citoplazemske vzdražnosti preko β-AR/cAMP signalne poti (Vardjan in 
sod. 2016). Poznavanje delovanja 𝐶𝑎2+ in cAMP poti ter njuno sodelovanje je pomembno 
za uvedbo noradrenalina v zdravljeneje citotoksičnega edema.  
 
Z uporabo elektrofiziološke metode vpete napetosti na krpici membrane v snemalni 
konfiguraciji cele celice (Neher in Marty, 1982; Zorec in sod., 1991) smo uspeli preučiti, 
kakšen ima učinek noradrenergično draženje na površino membrane gojenih kortikalnih 
podganjih astrocitov. Z metodo smo spremljali kapacitivnost membrane (𝐶𝑚) podganjih 
astrocitov, ki je premosorazmerna s celično površino (Neher in Marty, 1982). Z 
vgrajevanjem novih delov membrane v plazmalemo, se velikost 𝐶𝑚 parametra veča 
(eksocitoza). Manjšane vrednosti 𝐶𝑚 pa pomeni, da se deli mebrane odstranjujejo iz 
plazmaleme (endocitoza). 
 
Ugotovili smo, da sočasna noradrenergična aktivacija α1-AR in β-AR v membrani 
podganjih astrocitov povzroči celokupno več eksocitoz kot endocitoze. Vrednost 𝐶𝑚 se 
je 200 s po dodanem 200 μM noradrenalinu povečala za 25,2 % ± 10,5 %. Povprečna 
vrednost pred dodatkom noradrenalina (𝐶𝑚_𝑟𝑒𝑠𝑡)  je bila 66,6 pF ± 10,2 pF . Povečano 
vrednost 𝐶𝑚 po draženju z noradrenalinom smo zabeležili pri 80 % posnetih celicah (12 
od 15 celic). Aktivacija α1-AR omogoči povečanje [𝐶𝑎
2+]𝑖, preko aktivacije PLC, ki 
hidrolizira PIP2 do DAG in IP3. Slednji se veže na IP3R na ER ter omogoči vdor 𝐶𝑎2+ v 
citoplazmo (Horvat in sod., 2018). Povečanje [𝐶𝑎2+]𝑖 je znan prožilec eksocitoze pri 
astorcitih (Verkhratsky in sod 2016; Vardjan in Zorec, 2012). V predhodnih raziskavah 
so pokazali, da imajo astrociti različne sekretorne vezikle, ki vsebujejo glijatransmiterje, 
kot sta glutamat in ATP. Izločanje teh veziklov je uravnavano z od 𝐶𝑎2+odvisno 
eksocitozo (Vardjan in Zorec, 2012). Vezava noradrenalina na β-AR omogoči aktivacijo 
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AC in sintezo cAMP. Zvišanje [cAMP]𝑖 so v nekaterih raziskavah povezali z eksocitozo 
ANP (Paco in sod., 2009). Trenutno ni znano ali je povečana koncentracija [𝑐𝐴𝑀𝑃]𝑖 
dražljaj, ki omogoči fuzijo novih sekretornih veziklov ali samo modulira odprtost in 
velikost fuzijskih por (podaljša čas odprtosti in poveča velikost) že predhodno vsidranih 
veziklov, kot so že opazili pri nevroendokrinih celicah (Calejo in sod., 2013). Astrociti 
imajo na plazmalemi tudi purinergične receptorje, ki smo jih dražili z  1 mM ATP, saj so 
v predhodni raziskavi ugotovili, da sproži eksocitozo (Pangršič in sod., 2006). Rezultati 
magistrske naloge se ujemajo z rezultati Pangršič in sod. (2006). Obe hipoteze smo 
potrdili. Kapacitivnost membrane podganjega astrocita se je po dodatku ATP in 
noradrenalina povečala. Rezultati magistrske naloge so pripomogli k boljšemu 
razumevanju dogajanja na površini plazamleme kortikalnih podganjih astrocitov iz 
celičnih kultur po noradrenrgični aktivaciji.  
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